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(54) Bezeichnung: SPEZIFISCHES UND SENSITIVES NUKLEINSAURENACHWEISVERFAHREN 



(57) Abstract 

The invention relates to a method for detecting a nucleic acid, comprising the following steps: the production of a number of enhancers 
of a fragment of said nucleic acid with a length of less than 100 nucleotides using two primers, one of said primers being able to bind 
to a first binding sequence (A) of a strand of the nucleic acid and the other primer being able to bind to a second binding sequence (C*) 
which is essentially complementary to a sequence (C), said sequence (C) not overlapping with (A) and being positioned in the direction 
3* from A, in the presence of a probe with a binding sequence (D) which is able to bind to the third sequence (B) positioned between the 
sequences (A) and (C) or the complement (B*) thereof, said probe containing a reporter group and a quencher group, using a polymerase 
with 5' nuclease activity; and detection of the nucleic acid through the measurement of a signal which is determined by the release of the 
reporter group. 



(57) Zusammenfassung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis einer Nukleinsaure enthaltend die Schritte Hcrstellung eincr Vielzahl von 
Ampiifikaten cines Teilstucks dieser Nukleinsaure mit einer Lange von weniger als 1 00 Nukleotiden mit Hilfe zweier Primer, von denen einer 
an eine erste Bindcscqucnz (A) cines Strangs der Nukleinsaure binden kann und von denen der andere an eine zwcite Bindesequenz (C*), 
die zu einer mit (A) nicht tiberlappenden, in 3'-Richtung von (A) gelegenen Sequenz (C) irn wesendichen komplemcntar ist, binden kann, 
in Anwesenhcit eincr Sonde mit einer Bindesequenz (D), welche an die zwischen den Sequenzen (A) und (C) gelegene dritte Sequenz (B) 
Oder das Komplement (B*) davon binden kann, wobei diese §onde eine Rcportergruppe und eine Quenchergruppe endiSlt, unter Verwendung 
einer Polymerase mit 5 -Nukleaseaktivitat und Nachweis der Nukleinsaure durch Messung eines Signals, welches durch die Fieisetzung 
der Reportergruppe bedingt ist. 
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Spezifisches und sensitives Nukleinsaurenachweisverfahren 

5 Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren, bei dem 
eine Amplifikation eines Teilstuckes dieser Nukleinsauren vorgenommen wird und 



erfullen mufi, sowie ein Reagenzkit enthaltend zwei Primer und eine Sonde, die dieses 
Teilstuck definieren. 

10 Eine der meist angewandten moiekularbiologischen Techniken zum Nachweis von 
Nukleinsauren ist Hybridisierung mit sequenzspezifischen Sonden zum Nachweis 
homologer Nukleinsaure-Sequenzen. Der Nachweis von Nukleinsaure-Sequenzen ist 
von Bedeutung im Grundlagenbereich, jedoch von besonderer Bedeutimg in 
verschiedenen Anwendungsfeldem, z. B. in den Bereichen medizinische Diagnostik, 

1 5 forensische Diagnostik, Lebensmitteldiagnostik, Umweltdiagnostik, Pflanzenschutz und 
Tiermedizin. 

Als Sonde werden dabei entweder Oligonukleotide (kurze DNA oder RNA) oder 
Polynukleotide (langere DNA oder RNA) verwendet. Dabei haben die kiirzeren Sonden 
gegenuber den langeren Sonden den Vorteil groBerer Sequenzselektivitat, wegen des 

20 kiirzeren Hybridisierungsbereichs aber den Nachteil geringerer Sensitivitat. Eine 
verbesserte Sensitivitat und Sequenzselektivitat wird mit PNA-Sonden 
(Peptidnukleinsauren, z. B. WO 92/20702) erreicht, da diese Sonden eine hohere 
Bindungsaffinitat zu Nukleinsauren haben (hoherer Tm) und durch eine hohere 
Basendiskriminierung gekennzeichnet sind (ATm), Zusatzlich konnen Sonden zum 

25 Nukleinsaure-Nachweis Markierungsgruppen tragen, die entweder zum Fangen 
und/oder zur D tektion von Hybridkomplexen aus Sonde und nachzuweisender 
Nukleinsaure geeignet sind. 



wobei dieses Teilstuck im Hinbhck auf seine Basensequenz bestimmte Bedingungen 
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Zum Nukleinsaure-Nachweis durch Hybridisierung werden eine oder mehrere Sonden 
entweder zur Hybridisierung in Losung oder auf festen Tragem verwendet. Bei 
Nukleinsaxire-Nachweisen in Losung spricht man von homogenen Nachweisformaten, 
bei Nachweis auf festen Tragem und/oder vermittelt durch feste Trager von heterogenen 
5 Nachweisformaten. Bei den heterogenen Nachweisverfahren kann die nachzuweisende 
Nukleinsaure auf dem festen Trager vorgebunden sein (z. B. dot blot). Die Hy- 
bridisierung erfolgt durch Inkontaktbringen mit einer Losung, die die Sonde enthalt. 
Umgekehrt kann die Sonde auf dem festen Trager vorgebunden sein (z. B. reverse dot 
blot). Die Hybridisierung erfolgt durch Inkontaktbringen der gebundenen Sonde mit 

1 0 einer Losung, welche die nachzuweisende Nukleinsaure enthalt. Altemativ dazu kann 
der Kompiex aus nachzuweisender Nukleinsaure und Sonde erst in Losung gebildet 
werden imd die Bindung an den festen Trager erst anschlieBend erfolgen. Bei 
homogenen Testforraaten werden z. B. Sondenpaare verwendet, die endstandig 
energieiibertragende Gmppen tragen und die uber Co-Hybridisierung an die 

1 5 nachzuweisende Nukleinsaure in unmittelbaren Kontakt gebracht werden und dadurch 
ein Signal erzeugen. Altemativ dazu konnen auch Sonden verwendet werden, die nach 
Bindung an die nachioiweisende Nukleinsaure durch enzymatische 5'-Nukleaseaktivitat 
in Losung von einem gequenchten m einen ungequenchten Zustand uberfuhrt werden. 

Der Nachweis von Nukleinsauren durch alleinige Sonden-Hybridisierung hat nur 
20 begrenzte Sensitivitat. So ist selbst mit empfindlichen Detektions-Markiemngsgruppen 
v^e ^^P, Digoxigenin, Biotin, Fluorescein, Ruthenium-Chelate, Fluorescein, Rhodamin 
oder AMCA allein nur eine Sensitivitat in pg- bis fg-Bereich moglich. Zum 
empfindlichen Nukleinsaure-Nachweis gerade im medizinisch-diagnostischen Bereich 
sind jedoch Sensitivitaten im ag-Bereich und eine hohe Nachweisspezifitat notwendig. 
25 Dies gilt sowohl fur den Nachweis von korperfremden Nukleinsauren z. B. in Form von 
Infektionserregem, als auch fur den Nachweis der An- oder Abwesenheit oder Ver- 
anderung korpereigener Nukleinsauren. Hohe Nachweissensitivitat und 
Nachweisspezifitat ist aber auch in den anderen genamten Anwendimgsbereichen von 
hoher Wichtigkeit. 
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So mussen manche Infektionserreger, wie z. B. HCV, HIV und HBV schon in wenigen 
Kopien nachgewiesen werden, um rechtzeitig erfolgreiche medizinische 
Interventionsmafinahmen, z. durch friihzeitige Arzneimittelbehandiung, ansetzen zu 
konnen. Fur soich fruhzeitige Nachweise von Infektionserregen ist der Nachweis von 
5 Nukleinsaure-Sequenzen der Infektionserreger von Vorteil, da wegen der Verfiigbarkeit 
von Nukleinsaure-Vervielfaltigimgstechniken (Nukleinsaure-Vermehrungsverfahren) 
ein empfindlicher Nachweis schon in einer friihen Infektionsphase (Latenzphase) 
moglich ist. Die Moglichkeit der gezielten Vermehnmg des nachzuweisenden Agens 
gibt es nur im Fall von Nukleinsauren, nicht aber im Fall von immunologischen 

1 0 Nachweisverfahren. Bei diesen Verfahren ist eine Steigerung der nachzuweisenden 
Infektionserreger-spezifischen Partikel nur tiber die humorale Immunantwort uber 
Bildung von entsprechenden Infektionserreger-spezifischen Antikorpem moglich; diese 
Immunantwort erfolgt jedoch erst nach Ablauf der Latenzzeit und ist eine 
Sekundarreaktion nach Infektion durch den Errger. Daher hat der Nachweis uber 

1 5 Nukleinsaure*Hybridisierung den Vorteil, dafi z, B. der Infektionserreger direkt nach 
Infektion und sehr empfindlich nachgewiesen werden kaim. 

Der Erfolg von medizinischen Interventionsmafinahmen ist jedoch auch davon 
abhangig, dafi der Infektionserreger nicht nur fruhzeitig mit hoher Sensitivitat, sondem 
auch sehr spezifisch nachgewiesen werden kann. Zur gezielten Behandlimg ist daher 

20 eine Unterscheidung zwischen verschiedenen Infektionserregem, wie z. B. HAV, HBV, 
HCV, HIV, verschiedene Herpes- Viren, HPV, sowie die Unterscheidung einzelner 
Subtypen, wie z. B. HIV-1 und HIV-2, von Bedeutung. Dabei ist aber auch 
entscheidend, dafi quantitative Aussagen gemacht werden konnen xmd keine falsch- 
positiven oder falsch-negativen Ergebnisse erhalten werden, da solche falschen 

25 Ergebnisse u.U. gravierende therapeutische Konsequenzen nach sich Ziehen konnen. 
Dies setzt Richtigkeit und hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse voraus. Daher muB 
der Nukleinsaure-Nachweis nicht nur sehr sensitiv, sondem auch sehr spezifisch und 
reproduzierbar sein. Der spezifische und sensitive Nukieinsaure-Nachweis muB auch 
rasch erfolgen, damit eine gezielte Therapie umgehend erfolgen kann. 
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Oftmals ist auch von Bedeuttmg, mehrere Infektionserreger wie z, B. HCV, HIV und 
HBV nebeneinander nachzuweisen, z. B. im Rahmen von Blutbanken-Screeningtests. 
Dies erfolgt bei derzeit gangigen Nukleinsaure-Nachweistests durch 
hintereinandergeschaltete Einzelbestimmungen der nachzuweisenden Infektionserreger. 
5 Dies hat den Nachteil, daB nnehrere Bestimmungen hintereinander durchgefuhrt werden 
mtissen, was gerade beim Screening von groBen Specimen-Stticlczahlen nachteiUg ist. 
Im Rahmen dieser Nukleinsaure-Bestimmungen ist wiinschenswert, sensitive imd 
spezifische Testmoglichkeiten verfiigbar zu haben, die z. B. eine rasche parallele 
Bestimmimg mehrerer Infektionserreger nebeneinander in einer einzigen Probe 
1 0 ennoglichen (Multiplex-Bestimmung). 

Beim Nachweis der An- oder Abwesenheit von korpereigener Nukieinsaure innerhalb 
bestimmter genomischer Loci und/oder deren Verandenmgen, wie z. B. ererbte, 
spontane oder eine Mischimg aus ererbten und spontanen Mutationen, Deletionen, 
Inversionen, Translokationen, Rearrangements oder Tripiett-Expansionen in Form von 
1 5 spezifischen und/oder polymorphen Verandenmgen, ist ebenfalls die Verfugbarkeit 
spezifischer mid sensitiver Nukleinsaure-Nachweisverfahren von VorteiL Die 
Verfugbarkeit spezifischer und sensitiver Nukleinsaure-Nachweisverfahren ist jedoch 
nicht nur im medizinischen Sektor sondem auch in den anderen genannten 
Anwendungsbereichen von hoher Wichtigkeit, 

20 Die bisherigen Testverfahren zum sensitiven und spezifischen Nachweis der An- oder 
Abwesenheit von Nukleinsauren basieren auf der kombinierten Durchfiihrung von 
Nukieinsaure- Vermehrungsreaktionen (Nukleinsaure-Vermehrung) und Nukleinsaure- 
Nachweisreaktionen (Detektion). 

Die nachzuweisende Nukieinsaure wird dabei in einer fur die Vermehrungsreaktionen 
25 zuganglichen Form eingesetzt, z. B. in Form von unbehandeltem oder behandeltem 
Probenmaterial und/oder Probenmaterial-Konzentriemng, z. B. durch Adsorption des 
unbehandelten oder behandelten Probenmaterials an die Oberflache eines festen Tragers 
und anschlieBende Resorption von diesem festen Trager. Solche festen Trager sind z. B. 
feste Trager mit glashaltigen Oberflachen. Durch diese festen Trager erfolgt keine 



wo 99/23250 



PCT/EP98/06961 



- 5 - 

substantielle Reinigung und/oder Isolierung der nachzuweisenden Nukleinsauren, 
sondem lediglich eine Probenmaterial-Konzentrienmg imd ggf. Inaktivierung und/oder 
Eliminierung von Inhibitoren fiir die darauffolgenden Nukleinsaure-Vermehrungs- und 
Nachweisreaktionen. Durch diese festen Trager ist auch die Bereitsteliung mehrer 
5 nachzuweisender Nukleinsauren, z. B. im Rahmen von Multiplex- Verfahren, in fiir die 
Nukleinsaure-Vermehrungs- und -Nachweis-Reaktionen zuganglichen Form moglich. 

Andere Probenvorbereitungs-Verfahren enthalten gezielte Verfahrensschritte zur 
Nukleinsaure-spezifischen und/oder sequenzspezifischen Bindung der nachzuweisenden 
Nukleinsaure, z. B. die Verwendung von festen Tragem mit Nukleinsaure-spezifischen 

1 0 Bindungsgruppen und/oder Nukleinsaure-Fangsonden zur selektiven Bindung und 
Freisetzung der nachzuweisenden Nukleinsaure durch Nukleinsaure-spezifische 
Bindung und anschlieBende Dissoziation zwischen Bindungsgruppe und/oder 
tragergebundener Fangsonde imd nachzuvi^eisender Nukleinsaure, Bei dieser Art von 
festen Tragem sind Nukieinsaure-spezifische Bindungsgruppen und/oder Nukleinsaure- 

1 5 Fangsonden an der Oberflache der festen Trager notwendig. Daher sind zur 

Bereitsteliung mehrerer nachzuweisender Nukleinsauren, z. B. im Rahmen von 
Multiplex- Verfahren, entweder mehrere feste Trager notwendig, was aufwendiger ist, 
Oder feste Trager mit einer oder mehreren Bindungsgruppen und/oder mit multiplen 
Oder mehreren Fangsonden, Multiple Fangsonden enthalten mehrere Bindungs- 

20 sequenzen fiir mehrere nachzuweisende NukleinsaurerL Diese Trager mit mehreren 

Bindungsgruppen und/oder mehreren und/oder multiplen Fangsonden sind jedoch auf- 
wendiger herzustellen, Ebenfalls sind die Reaktionsbedingungen zur ge2delten Bindung 
mehrerer nachzuweisender Nukleinsamren an Trager mit mehreren Bindungsgruppen 
und/oder Fangsonden schwieriger einzustellen bzw, die Bindung mehrer 

25 nachzuweisender Nukleinsaurearten an eine Nukieinsaure-spezifische Bindungsgruppe 
Oder an eine Fangsonde mit mehreren komplementaren Hybridisierungssequenzen 
schwieriger einzustellen. 

Die Vermehrung und der Nachweis der bereitgestellten nachzuweisenden Nukleinsauren 
erfolgt in heterogenen oder homogenen Nukleinsaure- Vermehrungs-Nachweisformaten. 
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Die Nukleinsaure-Vermehrungsreaktionen und Detektionreaktionen konnen entweder 
hintereinander (heterogene Testverfahren) oder gleichzeitig (homogene Testverfahren) 
erfolgen. Als Vermehrungsreaktionen werden entweder targetspezifische Nukleinsaure- 
Vermehrungsreaktionen, targetabhangige Signal-Nukleinsaure- Vermehrungsreaktionen 
5 Oder Signal-Niikleinsaure- Vermehrungsreaktionen verwendet. Die Verwendung von 

Detektionssystemen zum Nachweis der vermehrten Nukleinsauren erfolgt entweder tlber 
den Einbau von Nukleotiden und^der die Verwendung von markierten Primem oder 
markierten Sonden. Die verwendeten Detektionssysteme enthalten entweder direkte 
Oder indirekte Detektionsmarkierungen bzw. gekoppelte sekundare und tertiare 
1 0 Nachweiskomponenten. Die Detektion der vermehrten nachzuweisenden Nukleinsauren 
kaxm jedoch auch durch spektroskopische oder pyhsikaiische Methoden erfolgen. 

Die bisherigen Nukleinsaure-Veraiehrungs-Nachweisverfahren mit integrierten Signal- 
Nnkieinsaure-Vermehrimgereaktionen haben den Nachteii geringer Sensitivitat wegen 
der nicht-exponentiellen Signalvermehrung, erhohten Storanfalligkeit durch starkere 

1 5 Tendenz zur Hintergrundsignalbildimg durch die Vielzahl der Sondenkomponenten und 
der Bildung unspezifischer Detektionssignale, da nicht die nachzuweisende 
Nnkleinsaure seibst, sonden lediglich ein daran gekoppeltes Detektionssignal targe- 
tunabhangig vermehrt wird. Beispiele sind gekoppelte Signalkaskaden (z. B, SELF- 
Zyklus) Oder signalgebende Sonden-Baiun- oder -Burst enstrukturen (z. B. branched 

20 DNA). 

Die bisherigen Nukleinsaure-Vermehrungs-Nachweisverfahren mit integrierten target- 
abhangigen Signal-Nukleinsaure- Vermehrungsreaktionen sind wegen der 
exponentiellen Signalvermehrung zwar sensitiver als die reinen Signal-Nukleinsaure- 
Vermehrungsverfahren, haben. aber wiederum den Nachteii der Bildung unspezifischer 
25 Detektionssignale, da nicht die nachzuweisende Nukleinsaure selbst, sondem lediglich 
ein davon in einer einleitenden targetabhangigen Primarrektion abgeleitetes 
Detektionssignal in Form eines Nukleinsaure-Reportermolekuls Targetsequenz- 
unabhangig enzymatisch vermehrt wird, Beispiele sind die QB-Replikationsreaktion, bei 
der ein QB-Reportermoiekul enzymatisch vermehrt wird, oder die Ligase- 
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Kettenreaktion, bei der Teilstiicke der Nukleinsaure-Reportermolekule 
sequenzunabhangig enzymatisch verkniipft werden. 

Als Nukleinsaure-Vermehrungsprodukte der bisher sensitivsten und spezifischsten ex- 
ponentiellen targetspezifischen Niakleinsaure-Vennehnmgsreaktionen wie z. B. PGR 
5 (US-A-4,683,202 bzw EP^B-0 202 362), RT-PCR, SDA, NASBA (EP-A-0 329 822) 
Oder TAM (WO 91/01384), wurden bisher jeweils einzel- oder doppelstrangige 
Nukleinsaure-Vermehrungsprodukte durch targetsequenzabhangige thermozyklische 
Oder isotherme enzymatische Elongation gegenlaufige Primer, die sequenzpezifisch fur 
die nachzuweisende Nukleinsaure sind iind an die Enden der Nukleinsaure- 
1 0 Vermehrungseinheit (Amplikon) der nachzuweisenden Desoxyribo- oder Ribo- 
Nukleinsauren oder deren Komplemente binden und somit die Nukleinsaure- 
Vermehrungsprodukte begrenzen, erzeugt. Bei diesen Elongationsreaktionen werden 
alle 4 Basenspezifitaten eingebaut. 

Die genannten Nukleinsaure- Vermehrungs-Nachweisverfahren mit integrierter 
1 5 targetspezifischer Nukleinsaure-Vermehrungsreaktion sind wegen Targetsequenz- 
abhangiger enzymatischer Nukleinsaure- Vermehrungszyklen am spezifischsten. 
Wahrend iineare targetspezifische Nukleinsaure- Vermehrungsreaktionen, wie z. B. die 
Cycling-Probe-Reaktion, nur zu begrenzter Sensitivitat fiihren, ergeben exponentielle 
targetspezifische Nukleinsaure- Vermehrungsrektionen wie Elongations-basierte 
20 Reaktionen wie z. B. die Polymerase-Kettenreaktion (PGR, RT-PGR, SDA) oder 
Transkriptions-basierte Reaktionen wie z. B. Nucleic Acid Sequence Based 
Amplification (NASBA) oder Transcription Mediated Amphfication (TMA) bisher die 
sensitivsten imd spezifischsten Signale. 

Mischformen zwischen targetal?hangiger Signal-Nukleinsaure-Vermehrung und 
25 targetspezifischer Nukleinsaure- Vermehrung, wie z. B, die Gap-filling Ligase- 

Kettenreaktion (gap-filling LCR, WO 90/01069), haben zwar gegeniiber der nicht- 
modifizierten LCR einen targetabhangigen Reaktionsschritt, dieser ist aber begrenzt auf 
limitierte Sequenzabschnitte bestehend aus iediglich 1 oder 2 Basenspezifitaten und 
damit limitierterer Target-Spezifitat. 
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Fiir den Nachweis der entstandenen Niikieinsaure stehen verschiedene Verfahren zur 
Verfugung. Der Nachweis der gebildeten Nukleinsaure- Vermehrungsprodukte liber 
Fragment- oder Sequenz-Gelanalyse ist zeitaufwendig und nicht quantitativ. Der 
Nachweis uber tragergebundene Dot-, Slot- oder Reverse-Dot-Blot- Verfahren ist 
5 ebenfalls zeitaufwendig und nicht quantitativ. 

Quantitative sensitive und spezifische Bestimmungen der nachzuweisenden 
Nukleinsauren wurden bisher im Rahmen von heterogenen oder homogenen 
targetspezifischen exponentiellen Nukleinsaure- Vermehrungs-Reaktionsformaten 
moglich, bei denen das Nukleinsaure- Vermehrungsprodukt entweder durch eingebaute 

1 0 Label oder durch Hybridisierung wahrend oder nach Amplifikation mit einer fur die 
nachzuweisende Nukleinsaure oder deren Komplement spezifischen Sonde in einem 
Teil des durch Elongation entstandenen Sequenzabschnitts abgefangen wird. Ex- 
ponentielle Nukleinsaure- Vermehrungs-Reaktionsformate, bei denen eine Interkalation 
von Nukleinsaure-bindenden Farbstoffen erfolgt, sind zwar auch sensitiv, aber nicht 

1 5 sequenzspezifisch. 

Bei den heterogenen Reaktionsformaten wird das Nukieinsaure-Vermehrungsprodukt 
z. B. entweder uber eine Primer-Fangmodifikation oder durch eine immobilisierte 
Fangsonde, die komplementar zu einem intemen Sequenzabschnitt des Nukleinsaure- 
Vermehrungsprodukts ist^ auf einen festen TrSger gebunden und uber Einbau eines 

20 detektionsmarkierten Nukleotids, durch Hybridisierung mit einer detektionsmarkierten 
Sonde, die komplementar zu einem intemen Sequenzabschnitt des Nukleinsaxire- 
Vermehrungsprodukts ist, oder uber eine Primer-Detektionsmodifikation nachgewiesen. 
In homogenen Reaktionsformaten erfolgte bisher der Nachweis z, B. iiber die 
Hybridisierung einer Sonde, dip komplementar zu einem intemen Sequenzabschnitt des 

25 Nukleinsaure-Vermehrungsprodukts ist und die einen gequenchten Fluoreszenz-Label 
tragt, wobei die Targetsequenz-abhangige enzymatische Aufhebung der Quenchung 
durcli die Primer-Elongations-bedingte Freisetzung des gequenchten Fluoreszenz- 
markierten Nukleotids erfolgt (WO 92/02638), oder iiber die Aniagerung und/oder 
Interkalation eines detektierbaren Molekuls oder Gruppe. 
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Bei alien bisherigen quantitativen sensitiven und spezifischen heterogenen und 
homogenen targetspezifischen exponentieilen Nukleinsaure-VermehrungS'- 
Reaktionsformaten wurden bisher Nukleinsaure-Veraiehrungseinheiten (Amplikons) 
verwendet, die neben den spezifischen Primer- und Sonden-Bindungssequenzen 
5 zusatzliche Sequenzen variabler Lange zwischen den flankierenden Primer- 

Bindimgssequenzen und der intemen Sonden-Bindungssequenz enthielten, Diese 
funfgeteilte Amplikonsstruktur resultierte in Amplikoniangen groBer als die Summe der 
Sequenziangen der beiden flankierenden Primer imd der intemen Sonde zwischen 
vorzugsweise 100 und 1000 Basen(paaren). Optimierungen der Nukleinsaure- 
1 0 Vermehrungsreaktion durch verbesserte Enzymmischimgen gingen bisher vielmehr 
hauptsachlich in Richtung langere Nukleinsaure-Vermehmngsprodukte. 

Kurzere Amplikoniangen wurden bisher ledigiich zum Nachweis spezieller Sequenzen 
wie z. B, bei Triplett-Expansionen, fur In-situ-Untersuchungen oder den Nachweis stark 
fragmentierter Nukleinsauren im Rahmen der Altertumsforschung erzeugt. Diese kurzen 

1 5 Amplikon-Langen wurden jedoch in zeitaufwendigeren Gelformaten oder In-situ- 
Forraaten detektiert, die durch mangelnde Sensitivitat und/oder fehlende 
Quantifizierung gekennzeichnet sind. Andere spezielie kurze Sequenzen wie Short 
Tandem Repeats, Short Interspersed Repetitive Elements Microsateilite Sequences oder 
HLA-spezifische Sequenzen wurden bisher ledigiich als Primer- oder Sonden- 

20 Bindungssequenzen verwendet, bzw. in Kombination mit anderen Sequenzen. 

Die fiinfgeteilten Nukleinsaure-Vermehrungsprodukte haben den Nachteil, daB sie 
neben den spezifisch Primer imd Sonde bindenden Sequenzen noch zusatzliche 
Sequenzen beinhalten, die das Ampiikon verlangem und die Gesamtspezifitat im 
Hinblick auf die Spezifitats-generierenden Primer- und Sonden-Bindungsreaktionen 
25 reduzieren. 

Die bisher verwendeten iangeren fiinfleiligen Nukleinsaure-Vermehrungsprodukte 
haben femer den Nachteil langerer Primer-Elongationszeiten und damit langere Gesamt- 
Testzeiten. Die Sensitivitat ist auch begrenzt durch Plateaueffekte der beteiligten 
Enzyme und Substrate, die bei Iangeren Amplikons fiiiher erreicht werden. Ein weiterer 
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Nachteil laiigerer Nukieinsaure-Vermehrungsprodukte ist eine zunehmende 
Kompetition zwischen Ampiikon*Gegenstrang und Detektor- oder Fangsonde tmd somit 
reduzierter Sensitivitat. Bin weiterer Nachteil ist die erhdhte Moglichkeit der 
unspezifischen Bindimg bedtngt durch die zaisatzlichen Sequenzen mit der Folge eines 
5 erhohten Hintergrunds und dadurch geringerer Sensitivitat (geringeres Signal-Rausch- 
Verhaltnis). Bin weiterer Nachteil bei der Bindung des Nukleinsaure- 
Vermehrungsprodukts an tragergebundene Fangsonden ist die sterische und kinetische 
Hindening iangerer Nukleinsaure-Molekiile; daher werden Nukleinsaure- 
Vermehnmgsprodukte bisheriger Lange vor der Bindung durch die Fangsonde 

1 0 vorzugsweise fragmentiert. Bin weiterer Nachteil ist die erhohte Anfalligkeit gegeniiber 
Fragmentiening innerhalb der Ampiikonsequenz und dadurch Zerstorung der 
Nukleinsaure-Vermehrungseinheit; dies fuhrt zu geringerer Reproduzierbarkeit. Ein 
weiterer Nachteil ist, dafi langere Nukleinsaure-Vermehrungsprodukte bei niedrigen 
Testtemperaturen von z. B. 37 *^C, die bei gangigen Nukieinsaure-Anaiysegeraten 

1 5 vorgegeben sind, weniger spezifisch hybridisieren, da eine groBere Differenz zur 
Schmelztemperatur besteht. Bin weiterer Nachteil von funfteiligen Nukleinsaure- 
Verraehrungsprodukten ist beim Nachweis mehrerer verschiedener Nukleinsaure- 
Vermchrungsprodukte, daB unterschiedliche Nukleinsaure-Vermehrungslangen gebildet 
warden^ die einen Multiplex-Nachweis erschweren. 

20 Ziel der vorliegenden Erfmdung war es, ein alternatives Nachweisverfahren fur 

Nukleinsauren bereitzustellen, welches Vorteile gegeniiber den bisher beschriebenen 
Verfahren hat. 

Eine spezielle Aufgabe der Erfindung bestand darin, ein targetabhSngiges exponentielles 
Nukleiiisaure-Vermehrungsverfahren zvma hochsensitiven, hochspezifischen, 
25 reproduzierbaren und quantifizierbaren Nachweis einer oder mehrerer einzelstrangiger 
Oder doppelstrangiger Nukleinsauren bereitzustellen, welches insbesondere einen oder 
mehrere der genannten Nachteile vermeidet. 



Eine weitere Aufgabe der Erfindung war, unter Erhalt der Gesamtspezifitat die Auswahl 
der Primer- und Sondensequenzen so flexibel zu gestalten, dafi eine Bestimmung 
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mehrerer verschiedener nachzuweisender Nukleinsauren in einem vereinheitlichten 
Reaktionsformat unter Verwendung von vorzugsweise teilweise gleichen Primer- oder 
Sonden-Sequenzen mogiich ist. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis einer Nukleinsaure 
5 enthaitend die Schritte Herstellung einer Vielzahl von Amplifikaten eines Teilstucks 
dieser Nukleinsaure mit Hilfe zweier Primer, von denen einer an eine erste 
Bindesequenz (A) eines Strangs der Nukleinsaure binden kann und von denen der 
andere an eine zweite Bindesequenz (C*), die zu einer roit A nicht liberiappenden, in 3 - 
Richtung von A gelegenen Sequenz C dieses Stranges im wesentlichen komplementar 

1 0 ist, binden kann, in Anwesenheit einer Sonde mit einer Bindesequenz D, welche an die 
zwischen den Sequenzen A und C gelegene dritte Sequenz (B) oder das Komplement 
(B') davon binden kann, wobei diese Sonde eine Reportergruppe und eine 
Quenchergruppe enthalt, unter Verwendung einer Polymerase mit 5'-Nukieaseaktivitat 
und Nachweis der Nukleinsaure durch Messung eines Signals, welches durch die 

1 5 Freisetzung der Reportergruppe bedingt ist, dadurch gekeimzeichnet, daJJ die mit Hilfe 
der Primer gebildeten Amplifikate eine Lange von weniger als 100 Nukleotide 
aufweisen, 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Reagenzkit zur Durchfuhrung dieses 
Verfahrens, 

20 In Fig. 1 ist schematisch die in der vorliegenden Beschreibung verwendete 

Bezeichnungsweise fiir die Bereiche auf der nachzuweisenden Nukleinsaure gezeigt. 

In Fig. 2 ist die entsprechende Bezeichnungsweise fiir die intermediar gebildeten 
Verlangenmgsprodukte der Primer sowie die Amplifikate (Amplikons) gezeigt. 
Ebenfalls ist gezeigt, daB die Amplifikate ein oder mehrere weitere Bereiche Y 
25 aufweisen kormen, die auflerhalb des Bereiches liegen, der die von der nachzuweisenden 
Nukleinsaure stammende Sequenzinformation enthalt. 

In Fig. 3 ist schematisch gezeigt, wie im Falle der vorliegenden Erfindung die Binde- 
sequenzen der Primer und Sonde angeordnet sind. Es ergeben sich verschiedene 
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Altemativen I bis VI, je nachdem, ob und wie die Bindesequenzen uberlappen. Es ist 
jeweiis nur ein Strang des Amplifikats gezeigt. Dieselbe Anordnung (nur 
komplementar) karm fur einen zweiten Strang des Amplifikats erstellt werden. Fur die 
intermediar gebildeten Verlangerungsprodukte ergibt sich ein ahnliches Bild. Als Fall V 
5 und VI ist der Fall gezeigt, dafi die Sonde neben der Bindesequenz D noch weitere, 
nicht mit dem Amplifikat Basenpaaningen ausbildende Bereiche X enthalt, die gleich 
Oder verschieden sein konnen. Zum Vergleich ist der Fall des Standes der Technik als 
VII gezeigt; die Sequenzen Z reprasentieren die zusatzlichen Sequenzen der funfteiligen 
Amplikons. 

1 0 In Fig. 4 ist cine fiir die Durchfiihrung des erfindimgsgemafien Verfahrens besonders 
geeignete Region des HCV-Genoms gezeigt, sowie eine Sequenz, aus welcher die 
Primer- und Sonden- Sequenzen bevorzugt ausgewahlt werden. Diese zweite Sequenz 
ist dem nicht humanpathogenen Vims HGBV-B entnommen. Bei den hieraus gewahlten 
Primer- und Sondensequenzen handelt es sich daher urn nicht fiir HCV spezifische 

1 5 Sequenzen (J. Med. Virol. 48: 60-67). 

In Fig. 5 sind weitere bevorzugte Primer xmd Sonden gezeigt. 
In Fig. 6 und 7 sind weitere Primer und Sonden gezeigt. 

Fig. 8 zeigt den besonders bevorzugten HCV-Bereich, der ganz oder teilweise der 
Amplifikation als Templat zur Verfugung gestellt werden soUte. Danebenhegende 
20 Sequenzen soUten nicht enthalten sein. 

Nukleinsaiuren, welche mit dem erfindungsgemafien Verfahren nachgewiesen werden 
konnen, konnen beliebigen Ursprungs sein, beispielsweise Nukleinsauren viroiden, 
viralen, bakteriellen oder zellulSren Ursprungs oder von Hefen oder Pilzen. Proben, in 
denen die nachzuweisenden Nukleinsauresequenzen oder deren Komplement enthalten 
25 sind, sind z. B. humane, tierische, bakterielle oder pflanzliche Fliissigkeiten, oder 
Fliissigkeiten aus Hefen oder Pilzen, Exkremente, Abstriche, Zellsuspensionen, 
Kultin*en oder Gewebs-, Zell- oder Flussigkeits-Punktionen. Bevorzugt liegen die 
Nukleinsauren in Ldsung vor. Damit das erfindimgsgemafie Verfahren seine Vorteile 
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voU entfalten kann, hat es sich als zweckmaBig erwiesen, wenn die nachzuweisende 
Nukleinsaure eine GroBe von mindestens 40 bp aufweist. Die Nukleinsaure kann jedoch 
auch eine durch Klonienmg, Ampiifikation, in-vitro- und in-vivo-Vermehrung 
hergestellte Nukleinsaure sein. 

5 Die nachzuweisende Nukleinsaure kann einzeistrangig (insbesondere bei RNA) oder 
ganz- Oder teilweise oppelstrangig (insbesondere bei DNA) sein. Filr den Fall 
doppelstrangiger Nukleinsauren konnen beide Strange vemxehrt werden oder aber auch 
nur einer. Aus beiden Sorten von Nukleinsauren konnen einzel- oder doppelstrangige 
Amplifilcate gebildet werden, wovon einer oder beide zum weiteren Nachweis 
1 0 verwendet werden konnen, Entsprechend wird die Sequenz der Sonde oder der Sonden 
ausgewahlt. Sie ist bevorzugt komplementar zu dem Strang des Amplifikats, der zum 
weiteren Nachweis verwendet wird. 

Der Probe oder einer KontroUprobe konnen positive oder negative 
Kontrolbiukleinsauren oder Quantifizierungsstandards zugesetzt sein, die ahnlich oder 

1 5 gleich behandelt werden wie die nachzuweisenden Nukleinsauren (intemer bzw. 

extemer Standard, interne bzw. exteme Kontrolle). Als Standards konnen beispieisweise 
interne oder exteme heterologe oder homologe DNA- oder RNA-Standards, enthaltend 
Primer-Bindesequenzen homologe und zu den Sequenzen der nachzuweisenden 
Nukleinsauren heterologe Sonden-Bindesequenzen, verwendet werden. Umgekehrt ist 

20 aber auch die Verwendung von besonders im 3 '-Priming-Bereich heterologen Primer- 
Bindesequenzen und homologen Sonden-Bindesequenzen moglich. Als Negativ- 
Kontrollen werden bevorzugt analoge Specimen eingesetzt, welche die 
nachzuweisenden Nukleinsauren oder deren Komplement nicht enthalten. 

Vor der Vermehrung wird die'Probe bevorzugt einem oder mehreren Vorbehandlungs- 
25 schritten unterzogen, urn die nachzuweisenden Nukleinsauren in eine 

vermehrungsfahige Form zu bringen. In einem ersten optionalen Schritt fmdet eine 
Vorbehandlung der Probe (Specimen) statt, durch welche die Probe in eine Form 
gebracht wird, aus der die nachzuweisende Nukleinsaure in eine fur die Uberffihrung der 
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vorbehandelten Probe in eine ftir die Vermehrung geeignete Form gebracht wird (z.B. 
eine Abtrennung storender Bestandteile aus der Probe). 

Die Art der Vorbehandlung der Probe hangt von der Art der Probe und der Komplexitat 
des biologischen Materials in der Probe ab. Bei humanen Korperfliissigkeiten, wie z. B. 
5 Human-Biut, erfolgt in einer bevorzugten Ausfuhmngsform zunachst eine Abtrennung 
von Blutzellen zur Erzeugung von Plasma, Serum oder Blutzelllconzentraten. Dutch 
diesen Trennschritt wird durch die Probenvorbehandlung die Komplexitat des 
biologischen Probenmaterials in den resultierenden Fraktionen deuthch reduziert, ohne 
dafi eine substantielle Isolienmg der nachzuweisenden Nukieinsaure erfolgt. Im Fall von 

1 0 Sputum Oder Abstrichen erfolgt eine Probenvorbehandlung, z. B. dxirch Suspendieren 
des Sputums bzw. des Abstrichs in einer Fltissigkeit, im Fall von Urin z. B. durch 
Zentrifiigation und Weiterverarbeitimg der erhaltenen Fraktionen. Im Fall von 
Gewebspunktionen erfolgt eine Probenvorbehandlung z. B. durch Suspendierung und 
Behandlimg mit einem Zellverbands-auflosenden Agens, Bei Cerebrosidal-Flussigkeit 

15 erfolgt die Probenvorbehandlung z. B. durch Zentrifiigation und Weiterverarbeitung der 
erhaltenen Fraktionen. Auch in diesen Fallen erfolgt durch die Probenvorbehandlung 
eine Redxiktion der Komplexitat des biologischen Probenmaterials. 

Danach kaim sich ein Schritt anschliefien, in dem die nachzuweisende Nukieinsaure aus 
der vorbehandelten Probe in eine fiir die Vermehrung zugangliche Form liberfuhrt wird, 

20 Dabei werden bevorzugt bekannte Methoden angewandt In einer bevorzugten Aus- 
fuhnmgsform erfolgt in einem ersten Reaktionsschritt eine Lysebehandlung der 
vorbehandelten Probe zur Freisetzung der nachzuweisenden Nukieinsaure, z. B. durch 
Proteinase K-Behandiung bei erhohten Temperaturen oder bei Desoxyribonukleinsauren 
durch Alkali. In einem zweiten .Schritt wird die durch Lyse vorbehandelte Probe nach 

25 Zugabe von chaotropen Agentien, wie z. B. Guanidinium-Hydrochlorid oder Hamstoff, 
in An- oder Abwesenheit von loslichen Alkoholen, wie z. B. Isopropanol, an die 
Oberflache eines fasten Tragers und anschliefiende Resorption von diesem festen Trager 
konzentriert. Solche festen Trager sind z. B. feste Trager mit glashaltigen Oberflachen 
(z. B. Magnetpartikel, Glasvliefie mit glashaitigen Oberflachen, Partikel, 
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Mikrotiterpiatten, Reaktionsgefafie, Dip-sticks oder miniaturisierte Reaktionskammem, 
die wiederum auch Teil von integrierten Reaktionschips sein konnen). Durch diesen 
festen Trager erfolgt bevorzugt eine nicht-sequenzspezifische Reinigung, d.h. keir ^ 
substantielle Isolierung der nachzuweisenden Nukleinsauren von anderen 
5 Nukleinsauren, sondem lediglich eine Probenmaterial-(Nukleinsauren-)Kon2entrierung 
und ggf. Inaktivierung mid/oder Eliminienmg von Inhibitoren fur die darauffolgenden 
Nukleinsaure-Vermehrungs- und Nachweisreaktionen. Durch diese festen Trager ist 
auch die Bereitstellung mehrerer nachzuweisender Nukleinsaure, z. B. im Rahmen von 
Multiplex- Verfahren, in fur die Nukleinsaure- Vermehrungs- und -Nachweis-Reaktionen 
1 0 zugangliche Form moglich. 

In einer anderen Ausfiihrung kann die Uberfiihrung der nachzuweisenden Nukleinsaure 
aus der vorbehandelten Probe nach Nukleinsaure-Freisetzung in einem ersten Schritt 
durch z, B. Proteinase K-Behandlimg bei erhohten Temperaturen oder bei 
Desoxyribonukleinsauren durch Alkali erfolgen. In einem zweiten Schritt wird die 

1 5 lysierte vorbehandelte Probe zur Bindung der nachzuweisenden Nukleinsaure mit festen 
Tragem in Kontakt gebracht, die mit Nukleinsaure-spezifischen Bindimgsgruppen 
und/oder Fangsonden spezifisch zur selektiven Bindung der nachzuweisenden 
Nukleinsaure modifiziert sind, und anschlieBend die gebundene nachzuweisende 
Nukleinsaure durch Dissoziation zwischen Bindungsgruppe und/oder tragergebundener 

20 Fangsonde imd nachzuweisender Nukleinsaure wieder eluiert. Beispiele fiir 

Nukleinsaure-spezifische Bindungsgnippen sind PNA-Homopyrimidm-Oligomere wie 
z, B. (T)7-PNA oder Nukleinsaiu-e-bindende niedemiolekulare Substanzen wie z, B. 
Nukleinsaure-Interkalatoren, Major groove-Binder oder Minor groove-Binder. Beispiele 
fur Fangsonden spezifisch fur die nachzuweisende Nukleinsaure sind Nukleinsaure- 

25 Oligomere oder Nukleinsaure-f^olymere mit Bindimgssequenzen flir eine oder mehrere 
nachzuweisende Nukleinsauren. Weitere Beispiele fur Fangsonden spezifisch fur die 
nachzuweisende Nukleinsaure sind PNA-Oligomere mit Bindungssequenzen fur eine 
oder mehrere nachzuweisende Nukleinsauren. Die Bindung der Nukleinsaure- 
spezifischen Bindungsgnippen oder der Fangsonden an den festen Trager kann mit oder 
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ohne Zwischenschaitung von Abstandshaltem (Spacem) entweder kovalent oder uber 
Bindungspaare, wie 2, B. Biotin:Stxeptavidin oder Ni:Chelat, erfolgen. 

Die zur Vennehruxig eingesetzten Nukleinsaurensequenzen konnen linear oder zirkular 
sein und konnen Sequenz-Modifikationen imd/oder sonstige Modifikationen, wie z. B. 
5 naturiiche oder artifizielle Nukleotidanaloga oder Aquivalente davon oder Basen- 

Analoga oder Aquivalente davon, enthalten oder/imd methyliert, gecappt, polyadenyliert 
Oder in sonstiger Weise modifiziert sein. Die zur Vermehrung eingesetzten 
Nukleinsaiiren oder deren Komplement konnen natiirlichen Ursprungs sein, 
jfragmentiert, modifiziert oder enzymatisch, z. B. mit dem Enzym Uracil-Deglykosylase 
1 0 (UNG), oder physikalisch vorbehandelt, vorvermehrt, oder chemisch, photochemisch 
oder enzymatisch erzeugt sein, z. B. durch chemische Oligonukleotidsynthese oder in- 
vitro-Replikation, in-vitro-Reverse Transkription oder in-vitro-Transkription. 

In dem ersten essentiellen Verfahrensschritt des erfindungsgemaBen Verfahrens wird ein 
Teilstiick der nachzuweisenden Nukleinsaure amplifiziert. Im folgenden wird dieses 

15 Teilstiick auch Amplikon genannt. Dieses enthalt zwingend den Sequenzbereich 
zwischen den aufieren Enden der Bindesequenzen A und C* bzw. des Komplements 
davon der Primer (den Primerbindungsbereichen), und enthalt den Bindebereich E der 
Sonde bzw, das Komplement davon. GemaB der vorliegenden Erfindung ist das 
Amplikon (bevorzugt die Gesamtlange der Sequenzen der Bereiche A, B und C) kurzer 

20 als 100 Nukleotide, besonders bevorzugt kurzer als 60 Nukleotide, jedoch bevorzugt 
langer als 40 Nukleotide. Dies bedeutet jedoch nicht, dafi die GesamtlSnge der 
Amplifikate nicht doch groBer sein kaim, z. B, wenn die Primer zusatzlich Nukleotide 
aufweisen, die nicht innerhalb der Bindebereiche liegen. Es werden solche 
Vermehrungsmethoden eingesetzt, die eine Vermehrung der nachzuweisenden 

25 Nukleinsauresequenz oder deren Komplement erlauben, die in der Bildung von 

Tripartite-Mini-Nukleinsaure-Vermehmngsprodukten mtinden [Mini Chain Reaction 
(MCR)]. Hierfiir stehen prinzipiell alle Nukleinsaureamplifikationsverfahren zur 
Verfugimg, die im Stand der Technik bekannt sind, Bevorzugt werden targetspezifische 
Nukieinsaure-Vermeiirungsreaktionen verwendet, Besonders bevorzugt werden 
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theoretisch exponentielle targetspezifische Nukleinsaure-Vermehrungsreaktionen 
verwendet, bei denen eine antiparaliele Replikation der nachzuweisendeai Nukleinsaure 
Oder deren Komplement erfolgt, wie z. B. Elongations-basierte Reaktionen wie z. B. die 
Polymerase-Kettenreaktion (PGR fiir Desoxyribonukleinsauren, RT-PCR fur 
Ribonukleinsauren). In besonderer Weise bevorzugt warden thermozyklische 
exponentielle Elongations-basierte Nukleinsaure- Vermehrungsreaktionen wie z. B. die 
Polymerase-Kettenrektion verwendet. Die zur Vermehrung eingesetzten 
nachzuweisenden Nukleinsauren oder deren Komplement konnen in Form von 
einzelstrSngigen oder doppelstrangigen Desoxyribonukleinsauren oder 
Ribonukleinsauren vorliegen. Ziel der Vermehrungsreaktionen ist die Herstellung einer 
Vielzahl von Amplifikaten eines Teilstucks der nachzuweisenden Nukleinsaure. Unter 
einem Amplifikat wird daher jede unter Verwendung von Sequenzinformation der 
Nukleinsaure hergestellte Molektilspezies verstanden. Insbesondere handelt es sich um 
Nukleinsauren. Der Begriff "AmpUfikate" beinhaltet sowohl einzelstrSngige als auch 
1 5 doppelstrSngige Nukleinsauren. Bin Amplifikat kann neben den die Sequenzinforma- 
tionen der zugrunde liegenden Nukleinsaure enthaltenden Bereichen (Amplikon) 
auBerhalb der voneinander wegweisenden Enden der Primerbindungsstellen noch 
weitere Bereiche enthalten, welche nicht in direkter Relation mit Sequenzen der zu 
amplifizierenden Nukleinsaure stehen. Bevorzugt kommen gerade solche Sequenzen 
20 einer Lange von mehr als 1 5 Nukleotiden nicht auf der nachzuweisenden Nukleinsaure 
Oder ihrem Komplement vor und konnen mit dieser nicht durch direkte Basenpaarung 
hybridisieren. Amplifikate kSnnen somit entweder mit der nachzuweisenden 
Nukleinsaure selbst oder mit deren Komplement hybridisieren. Amplifikate sind 
beispielsweise auch die Produkte einer asynunetrischen Amplifikation, d. h. einer 
25 Amplifikation, bei der die beiden Strange in miterschiedlicher Menge gebildet werden 
(z. B. durch Einsatz unterschiedlicher Mengen an Primem) oder einer der beiden 
Stirange wieder zerstort wird (z. B. durch RNase). 

Unter einem Primer im Sinne der voriiegenden Erfindung wird ein Molekul verstanden, 
welches uber Basenpaarungen an eine Nukleinsaure T oder deren Komplement binden 
kann und welches, bevorzugt enzymatisch, veriangen werden kann. Bevorzugt sind 
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Oligonukleotide, die an ihrem 3'-Ende unter Verwendung der nachzuweisenden 
Nukleinsaure oder einem Komplement hiervon als Tempiatnukleinsaure verlangert 
werden konnen. Als Primer koimen monovalente oder multivalente oder 
monofimktioneile oder muitifimktionelle Agentien eingesetzt werden, die eine 
5 Nukleinsaure-abhangige Elongation zulassen. Diese Agentien konnen auch aus 
verschiedenen Molekularten zusammengesetzt sein, z. B. Chimaren aus PNA and 
Nukleotid(en) oder aus Protein/Pep tid und Nukleotid(en). Bevorzugt konnen als Primer 
Oligomere oder Polymere einer Bindelange von zwischen 9 und 30 nt, besonders 
bevorzugt zwischen 1 1 und 22 nt verwendet werden, die an die nachzuweisende 

1 0 Nukleinsaure T oder deren Komplement antiparaliel binden und die als ein von meh- 
reren Reaktionspartnem fur eine enzymatische Replikation der nachzuweisenden 
Nukleinsaure oder deren Komplement wirken. Besonders bevorzugt werden als Primer 
Oligomere verwendet, die nach Zugafae eines Vermehrungsreagenzes durch Anlagerung 
zumindest eines Teils des Primers an die nachzuweisende Nukleinsaure oder deren 

1 5 Komplement eine gerichtete Replikation einer oder beider Strange der nachzuweisenden 
Nukleinsaure oder deren Komplement initiiert. Ein Beispiel fur einen besonders 
bevorzugten Primer ist ein DesoxyribooUgonukleotid mit einem freien 3'-Hydroxyl- 
Ende. 

Die als Primer eingesetzten Agentien koxmen prinzipieil weitere Gruppen enthalten, wie 
20 z. B. Markierungen. Bevorzugt enthalten die Primer keine Modifikation, die spater zur 
Detektion oder zur Immobilisierung der AmpHfikate eingesetzt wurde. Erforderlich ist, 
dafi die Primer die geforderten Bindeeigenschaflen zair nachzuweisenden Nukleinsaure 
bzw, ihrem Komplement haben und verlangerbar sind. 

Unter einer Sonde wird ein Molpkul verstanden, welches aufgrund von Basen-Basen- 
25 Wechselwirkungen mit Nuklein^auren hybridisieren kann und welches mit Hilfe der 5'- 
Nuclease-Aktivitat der Taq-Polymerase, Tth-Polymerase oder anderer Polymerasen mit 
5 '-Nuclease-Aktivitat oder clonierte, muaerte oder chimare Polymerasen mit 5'- 
Nuclease- Aktivitat stiickweise abgebaut werden kann. Bevorzugte Sonden sind daher 
OUgodesoxyribonukleotide. Die Lange einer Sonde betragt, bezogen auf die 
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Bindesequenz D, bevorzugt zwischen 9 und 30 Basen. Die Sonde weist bevorzugt an 
unterschiedlichen Nukleotiden eine Rq)ortergruppe, die Licht einer Wellenlange 
absorbieren kann, und einen Quencher, der die eingestrahlte und von der 
Reportergruppe absorbierte Energie ganz oder teilweise iibemehraen kann, sodafi eine 
5 Emission von Licht durch die Reportergruppe unterdrlickt wird, auf. Details fiir die 
Herstellung einer solchen Sonde sowie die generellen Bedingungen fiir die 
Durchfiihrung eines Nachweisverfahrens aufgrund dieses Prinzips sind in WO 
92/02638, US-A- 5,210,015 sowie EP-A-0 699 768 beschrieben. Auf die Offenbarung 
dieser Patentanmeldungen sowie ihrer Aquivalente wird hiermit ausdriicklich Bezug 
1 0 genommen* 

Unter einer Bindesequenz wird bevorzugt die Sequenz von Basen verstanden, die 
zwischen den auiiersten, mit einer bestimmten Nukleinsaure, einem Primer oder einer 
Sonde liber Basen-Basen-Wechselwirkung bindenden Basen einer bestimmten 
Nukleinsaure, einem Primer oder einer Sonde liegt, einschlieBlich dieser auBersten 
1 5 Basen. 

Die als Sonde eingesetzten Agentien konnen eine oder mehrere Bindesequenzen D fiir 
eine oder mehrere nachzuweisende Nukleinsauren oder deren Kompiement, 
insbesondere jedoch fiir einen Strang des Ampiifikats enthalten und konnen Sequenz- 
Modifikationen, endstandige und/oder interne Sequenzerganzungen und/oder sonstige 

20 Modifikationen wie z. B. natiirUche oder artifizielle Nukleotidanaloga oder Aquivalente 
davon, nicht funktionelle Nukleotidanaloga oder Aquivalente davon oder Basen- 
Analoga oder Aquivalente davon enthaUen oder methyliert, gecappt oder polyadenyliert 
oder in sonstiger Weise modifiziert sein, solange die Bindung an einen Strang des 
Ampiifikats moglich ist, und ein Abbau durch eine 5'-Nuklease moglich ist. Die 

25 Reportergruppe liegt bevorzugt in 5'-Richtung von der Quenchergruppe in einer 
Entfemung, die ein effektives Quenchen noch erlaubt. 

In der vorliegenden Erfindung wird das Teilstuck der Nukleinsaure, von welchem eine 
Vielzahi von AmpUfikaten hergestellt werden soli, so ausgewahlt, daB es drei Bereiche 
A, B und C enthalt. Die Bereiche A und C sind Bereiche, die so gewahh werden, daB 
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der eine Primer die Sequenz A als Bindesequenz benutzen kann und das Komplement 
des Bereiches C als Bindesequenz fiir den anderen Primer dienen kann, Unter einem 
Komplement wird im Sinne der voriiegenden Erfindung eine zu einer bestimmten 
anderen Nukleinsaure, z. B. einem Sequenzbereich z. B. eines AmpliiBkats oder der 
5 nachzuweisenden Nukleinsaure im wesentlichen komplementare Nukleinsaure oder 
Nukleinsauresequenz verstanden. 

Im wesentlichen komplementar bedeutet, daB die Basenpaarungen so gewahlt sind, daB 
(fur den Fall, daB eine Hybridisierung mit einer anderen Nukleinsaure, z. B. einer Sonde 
oder einem Primer) eine Hybridisierung unter den Testbedingungen noch erfolgen kam 

1 0 bzw, (fur den Fall eines Verlangerungsprodukts eines Primers im Verhaltnis zu dem 
eingesetzten Templat) die Nukleinsaure aufgrund einer Primerverlangerungsreaktion 
unter Verwendung der entsprechenden Nukleinsaure gebildet werden konnte. Im 
wesentlichen komplementar bedeutet daher oft, daB unter stringenten Bedingungen 
mehr als 90 % der Basen der betrachteten Nukleinsaure bzw. Sequenz mit der bestimm- 

15 ten Nukleinsaure bzw. Sequenz Basenpaarungen ausbilden. 

Die Bereiche A und C sind erfmdimgsgemafl bevorzugt so lang, daB Bedingungen 
gefunden werden konnen, bei denen Primer einer entsprechenden Lange mit den Basen 
in diesen Bereichen hybridisieren konnen. Daher sind die Bereiche bevorzugt langer als 
8, besonders bevorzugt langer als 12 Nukleotide. Auch beziigiich der Obergrenze der 

20 Lange der Bereiche A und C ergeben sich im Sinne der Erfindimg bevorzugte Bereiche. 
Die Bereiche A und C sind jeweils bevorzugt kleiner als 30, besonders bevorzugt 
kleiner als 20 Nukleotide, Die Lange der Bereiche wird in einem besonderen Aspekt der 
Erfindung dadurch nach oben begrenzt, daB die Primer in fUr die nachzuweisende 
Nukleinsaure imspezifischer V{c\sc daran hybridisieren konnen sollen, Daher ist die 

25 besonders bevorzugte Lange der Bindesequenzen A und C 12 bis 20 Nukleotide. Die 

Bereiche A und C auf der nachzuweisenden Nukleinsaure tiberlappen nicht miteinander. 

Im Sinne der Erfindung enthalten das Teilstuck der nachzuweisenden Nukleinsaure 
(welches dem Amplikon entspricht) und somit die hieraus gebildeten Amplifikate eine 
zwischen den Bereichen A und C gelegene Sequenz B (Fig. 1 bis 3). Diese Sequenz hat 
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eine Lange von ein oder mehr Nukleotiden, bevorzugt mehr als 4, besonders bevorzugt 
rnehr als 8 Nukleotide. Nach oben hin ist die Lange der Sequenz B dutch die geforderte 
Gesamtlange des Ampiifikats begretizt. In einer bevorzugten Ausfuhnmgsform enthalt 
die Sequenz B keine Nukleotide, die nicht der Bindesequenz der Sonde zugehoren. 
5 Bevorzugt ist die Sequenz B daher kleiner als 30, besonders bevorzugt kleiner als 15 
Nukleotide. Die Sequenz B hat bevorzugt eine Lange von zwischen 4 und 
30 Nukleotiden. Besonders bevorzugt ist die Lange der Sequenz B zwischen 8 und 
1 5 Nukleotiden. Diese Sequenz oder das Komplement davon dienen im Sinne der 
Erfindung mit zur Bindung der Sonde. Die Lange der Sonde wird so gewahlt, dafi eine 

1 0 Hybridisierung mit dem AmpHfikat moglich ist. Die Sequenz der Sonde wird so 

gewahlt, daB sie eine Bindesequenz D enthalt, welche durch die mit dem Amplikon 
Basen-Basen-Wechselwirkung ausbildenden Nukleotide der Sonde, insbesondere den 
zwischen den auBersten mit korrespondierenden Basen des Amplikons 
Basenwechselwirkung ausbildenden Nukleotide der Sonde definiert ist- Bevorzugt ist 

1 5 die Sonde im wesentlichen komplementar zu den Nukleotiden der Bindesequenz E des 
Amphfikats. Die Bindesequenz D bzw. D' kann zu dem Amplifikat zu 100 % 
komplementar sein, aber auch Mismatche zwischen den auBeren Enden der 
Bindesequenz aufweisen. Die Sonde kann neben der Bindesequenz weitere Gruppen 
Oder Reste oder auch Nukleinsaure-bindende Bereiche enthalten (Fig. 3, V, VI). 

20 Abhangig von der Lange des Bereiches B und der Lange der Bindesequenz D bzw. D' 
lassen sich unterschiedliche Fallgestaltungen treffen. In einem ersten Fall ist die Binde- 
sequenz D Oder D' langer als der Bereich B bzw, B' des Amplikons. In diesem Fall 
reicht die Bindesequenz D bzw. D' in einen oder beide Bereiche A bzw. A' und C bzw. 
C des Amplikons hinein. Diese Falle sind in Fig. 3, 11 bis IV gezeigt. In diesen Fallen 

25 enthalt das Amphfikat zwischen den voneinander wegweisenden Enden der Bereiche A 
und C keine Nukleotide, die nicht der Bindesequenz E oder den Bindesequenzen der 
Primer zugehoren. Die Bindesequenz D der Sonde uberiappt in Fig, 3, II und III mit 
einer der beiden Bindesequenzen der Primer. 
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In einem weiteren Fall entspricht die Lange des Bereiches B der Lange des Bereiches D, 
so daB die Bindesequenz der Sonde nicht mit den Bindesequenzen der Primer iiberiappt 
(Fig. 3, 1). Bevorzugt iri Sinne der Erfindnng liberlappi der Bereich D bzw D' nicht mit 
dem in 5'-Richtung gelegenen Bereich A, A', C oder C\ 

5 Das erfindungsgemaBe Verfahren beinhaltet in einer bevorzugten Ausfuhrungsform die 
Bildung von dreiteiligen Mini-Amplikons (Tripartite-Mini-Amplikon), die neben den 
Primer und Sonde bindenden Sequenzen keine zusatzlichen Sequenzen aufweisen und 
somit die Nachteile bei Bildung von iangeren Niikleinsaure- Vermehrungsprodukten 
vermeiden, wobei andererseits die Spezifitat des gesamten Ampifikationsformats durch 
1 0 Bindung der Primer, durch Bindung der Sonde und durch Ablauf der targetabhangigen 
enzymatischen Elongationsreaktion mit alien 4 Nukleotid- bzw, Basenspezifitaten oder 
natiirlicher oder artifizieller Analoga, Isomere oder Aquivalente davon aber 
sichergestellt wird. Das erfindungsgemaBe Vermehrungsverfahren wird daher auch als 
Mini-Chain-Reaction (MCR) bezeichnet. 

1 5 Die Vermehrung der nachzuweisenden Nukleinsauresequenzen oder deren Komplement 
erfolgt, wenn im folgenden nichts anderes ausgesagt ist, unter Befolgung der dem 
Fachmann bekannten Reaktionsschritte und Reaktionsbedingungen. Ein Unterschied zu 
den herkommiichen Verfahren ist der Einsatz der speziell ausgewahlten Primer und 
Sondensequenzen, welche die Bildung und Vermehrung des Mini-Tripartite-Amplikons 

20 eriauben. Wesentlich im Sinne der Erfindung ist die Zugabe von einem oder mehrerer 
Primer, die an die Primer-Bindesequenzen der nachzuweisenden Nukleinsaure, des 
Tripartite-Mini-Ampiikons beziehungsweise deren Komplemente binden. 

AUgemein ublich ist die Zugabe zur Vermehrung befahigender Vermehrungsreagentien. 
Bevorzugt konnen als Vermehrungsreagentien enzymatisch aktive Komponenten 
25 (z. B. Enzyme) in Kombination mit Elongationssubstraten und geeignete 

Hilfsreagentien (wie Puffer) verwendet werden. Bevorzugte Elongationssubstrate sind 
Nuklehisaurebausteine oder natiirliche oder artifizielle Analoga oder Isomere oder 
Aquivalente davon. Als Elongationssubstrate werden Agentien eingesetzt, die zum 
Aufbau eines Gegenstrangs der nachzuweisenden Nukleinsaure geeignet sind. 
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Bevorzugt werden als Elongationssubstrate Nukleotide emgesetzt, Bevorzugte 
Nukleotide sind dATP, dGTP, dCTP, dTTP und/oder dUTP, dllP, iso-dGTP, iso-dCTP, 
deaza-dGTP und ATP, OTP, CTP, UTP imd/oder ITP, deazaGTP, iso-GTP, iso-CTP. 

Besonders bevorzugt werden im Fall der PCR als Nukleinsaure-Vermehrungsreagentien 
5 Mischungen aus meta- oder thermostabilen enTymatiscfaen DNA-Polymerase- 

Aktivitaten und Mischungen von Desoxyribo- und/oder Ribonukleotiden und geeignete 
Hilfsreagenzien verwendet, z. B. T.aq.-DNA Polymerase in Kombination mit dATP, 
dGTP, dCTP, dTTP und/oder dUTP und Hilfsreagentien wie z. B. Salze und ggf. 
Detergentien. Besonders bevorzugt werden im Fall der RT-PCR als Vermeh- 
1 0 rungsreagentien Mischungen, Komplexe oder Domanen aus themiostabilen 
enzymatischen Reverse Transkriptase- und DNA-Polymerase-Aktivitaten und 
Mischungen von Desoxyribo- und Ribonukleotiden und geeignete Hilfsreagentien 
verwendet, z. B. Mischungen aus AMV oder Mo-MLV-Reverse Transkriptase. 

Bei den themiozykiischen Vermehnmgsreaktionen (z. B. PGR, RT-PCR) werden 2- 
1 5 oder 3-phasige Zyklen durchgefflhrt, bevorzugt 2-phasige Zyklen. Bei den 2-phasigen 
Zyklen wird die Strangtrennxmg der Nukleinsaure-Vermehrungsprodukte bei hoher 
Temperatur, bevorzugt 85 °C - 95 °C, durchgefuhrt, das gemeinsame Primer- und 
Sonden- Annealing und Primer-Elongation bei Temperaturen nahe dem Schmelzpunkt 
zwischen Primer und Elongationsgegenstrang bzw. Primer und Sonde und Elongations- 
20 gegenstrang, bevorzugt zwischen 48 °C und 72 ''C. Die Strangtrennung erfolgt durch - 
Energiezufiihr und/oder enzymatisch, bevorzugt durch eiiiohte Temperatur, 
Mikroweilen oder das Anlegen einer Spannung iiber eine Mikroelektrode, besonders 
bevorzugt durch erhohte Temperatur. Es werden bis zu 80 Thermozyklen durchgefuhrt, 
bevorzugt bis zu 60 Zyklen. Es wird bis zu 4 Stunden inkubiert, bevorzugt 30-120 
25 Minuten. Die Vermehrungsreaktion kann in ReaktionsgefaBen, Kapillaren oder 

miniaturisierten Reaktionskammem erfolgen, die auch Teil eines integrierten Reakti- 
onschips sein konnen. Die Fluoreszenzmt^Joung erfolgt wahrend der 
Amplifikationsreaktion kontinuieriich oder iimerhalb kurzer Zeitintervalle, bevorzugt 
mehrfach wahrend eines Temperaturcyclus, besonders bevorzugt 3fach oder ofters 
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wahrend eines Temperaturcyclus. Die Vermehrungsreaktion kann eine interne Kontrolle 
und/oder Kalibrator enthalten. Die Kontrolle kann auch extern durch eine zusatzUche 
Vermehrungsreaktion erfolgen. 

Bei Verwendung von dUTP anstelle von oder in Erganzung zu dTTP wird durch die 
5 DNA-Polymerase-Aktivitat dUMP anstelle von dTMP in die vermehrte 

Nukleinsauresequenz oder deren Kompiement eingebaut. Dies erlaubt durch Inkubation 
mit der Enzymaktivitat Uracil-Deglycosylase, bevorzugt mit einer thermolabilen 
Ausfiihrungsform der Enzymaktivitat, bei der die Renaturierung nach thermischer 
Denaturierung der Enzymaktivitat langsamer erfolgt, die Fragmentierung des Vermeh- 
1 0 rungsprodukts und somit seiner Eigenschaft als Nukieinsaure- Vermehrungseinheit. Die 
Inkubation des UMP-haltigen Vermehnmgsprodukts kann im AnschluB an die 
Nukleinsaure-Vermehrungs- und Nachweisreaktion (Sterilisierung) und/oder vor einer 
emeuten Nukleinsaure-Vermehnmgsreaktion (Carry over-Pravention) erfolgen. 

Altemativ kcJnnen auch Psoralen imd/oder Isopsoralen und Derivate davon und 
15 Bestrahlung mit UV-Licht zur funktionellen Inaktivierung des Nukleinsaure- 
Vermehnmgsprodukts verwendet werden* 

Der Nachweis der Bildung der Amplifikate erfolgt mit der Sonde, die an die Binde- 
sequenz B des Araplikons zu einem Hybrid bindet. Die wirkt als Substrat zur 
Freisetzung einer Reportergruppe aus ihr. Die Enden der Bindesequenz der Sonde liegen 
20 zwischen den aufieren Enden der Primer-Bindesequenzen. Die Sonde ist somit 
hybridisierbar mit einem Strang des Amplifikats. 

Die Bindimg der Sonde kaim unter Benutzung bekannter Bedingungen geschehen. Derm 
bei dem erfindungsgemafien Verfahren handelt es sich rnn eine spezielle 
Ausfiihrungsform der sogenannten Hybridisierungstests, die in ihren Grundziigen dem 
25 Fachmaim auf dem Gebiet der Nukleinsaurediagnostik bekaimt sind. Soweit 

experimenteile Details im folgenden nicht ausgefiihrt sind, wird dazu voUinhaltlich auf 
"Nucleic acid hybridisation", Herausgeber B.D. Hames und S J. Higgins, IRL Press, 
1986, z. B. in den Kapitehi 1 (Hybridisation Strategy), 3 (Quantitative Analysis of 
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Solution Hybridisation) und 4 (Quantitative Filter Hybridisation), Current Protocols in 
Molecular Biology, Ed. F,M. Ausubel et al., J. Wiley and Son, 1987, und Molecular 
Cloning, Ed. J. Sambrook et ah, CSH, 1989, Bezug genommen. Zu den bekannten 
Methoden gehort auch die chemische Synthese von modifizierten und unmodifizierten 
5 Oligonukleotiden und die Auswahl von Hybridisierungsbedingungen, durch welche eine 
Spezifitat erreicht werden kann, die unter anderem vom AusmaB der Homoiogie 
zwischen den zu hybridisierenden Nukleinsauren, deren GC-Gehait und deren Lange 
abhangt. 

Die Sonde wird im erfindungsgemafien Verfahren entweder vor oder wahrend der 
1 0 Amplifikationsreaktion zugegeben, bevorzugt in Form einer Losung, gewiinschtenfalls 
zusammen mit den Primem. Dabei werden Reagenzbedingungen eingestellt, die eine 
Hybridisierung der Sonde mit einem Amplifikat erlauben. 

Die Bindung zwischen der vermehrten Nukleinsauresequenz des Ampiikons und/oder 
dessen Komplement und der Sonde erfolgt wahrend der Amplifikation, sodaB das 
1 5 Enzym bei der Verlangerung eines Primers die Sonde von ihrem 5'-Ende her abbauen 
kann. hierdurch wird die Reportergruppe freigesetzt, bevorzugt in Form von 
Mononukieosidbausteinen. Dadurch wird der Quenchprozess unterbimden und die 
Reportergruppe kaim Licht emittieren, welches als Signal gemessen wird und als 
Zeichen fiir die Anwesenheit der Nukleinsaure verwendet wird. 

20 Bei Verwendung mehrerer Sonden oder multifunktionaler Sonden oder Sonden, die 
mehrere Bindesequenzen fur Amplifikate verschiedener nachzuweisenden 
Nukleinsauren oder deren Komplemente aufweisen, konnen mehrere unterschiedliche 
Amplifikate oder deren Komplemente gebimden werden. Dabei erlaubt die Bildung von 
Tripartite-Mini- Ampiikons bevdrzugt ahnUcher Lange, besonders bevorzugt solcher 

25 Tripartite-Mini-Amplikons gleicher Lange, bei der Nukleinsaurevermehrung die 
Einstellung vereinheitlichter Inkubationsbedingungen fur die Bildung der 
unterschiedlichen Bindekomplexe, Dies erlaubt den parallelen und/oder sequentiellen 
Nachweis mehrerer Nukleinsauresequenzen im Rahmen von Multiplex-Verfahren. 
Unter einem Multiplex- AmpUfikationsverfahren wird meist ein Verfahren verstanden. 
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bei dem entweder unterschiedliche Sequenzen auf einer Nukleinsaure (z. B, 
unterschiedliche Regionen eines Gens) oder aber unterschiedliche Sequenzen auf 
unterschiedlichen Nukleinsauren, z. B, aus unterschiedlichen Organismen, 2. B, 
unterschiedlichen Viren, gleichzeitig in einer Ampiifikationsmischung vermehrt 
5 werden. Solche Verfahren stellen hohe Anforderungen an die Reaktionsbedingungen, da 
fiir eine zuveriassige Auswertung die Amplifikationen fiir die untersciiiedlichen 
Sequenzen eine ahnliche Ampiifikations-Effizienz haben mussen. Einen der 
EinfluBfaktoren fiir unterscliiedliche Effizienz auszuraumen, ist Gegenstand der 
voriigenden Erfindung. Dazu unterscheiden sich die Ampiiconlangen bevorzugt um 
1 0 nicht meiir als 20 %, besonders bevorzugt um nicht mehr als 5 Nukleotide, 

In einer besonderen Ausfuhrungsform des erfindungsgemaQen Muhiplexverfahrens 
werden Ampiicons der verscliiedenen Sequenzen hergesteilt und anschlieBend die 
Summe der gebildeten Ampiicons bestimmt. Dabei wird bevorzugt ein 
Nachweisverfahren eingesetzt, bei dem eine Markierung fiir alle Nachweise verwendet 

15 werden kann; so konnen beispielsweise alle Sonden fiir die einzeinen Amplifikate gleich 
markiert sein, z. B. mit dem gleichen Ruthenium-Kompiex. Dieses Vorgehen ist 
insbesondere fur Tests in Proben aus Blutbanken vorteilhaft, da es bei der weiteren 
Verwendbarkeit der Proben fiir Blutspenden nicht auf die Art einer Infektion ankommt, 
sondem die Probe schon dann nicht mehr als Blutspendematerial in Frage kommt, wenn 

20 irgendeine getestete Infektion (z. B. HTV oder HBV) vorliegt. 

Bei den Multipiex-Ampiifikationsverfahren unterscheidet man zwischen echten und 
unechten Multiplex- Verfahren. Bei unechten Verfahren werden die Primer aus stark 
konservierten Regionen der Analytnukleinsauren ausgewahlt, derart, dafi mit dem einen 
Set von (2) Primem alle nach2aiweisenden Nukleinsauresequenzen amplifiziert werden. 
25 Bei echten Multiplex-Verfahreh wird ein Gemisch von mehr als 2 Primem eingeset2:t, 
von denen mindestens 2 eine unterschiedliche Selektivitat haben* Einer oder mehrere 
der Primer konnen fur alle oder ein Unterset von nachzuweisenden Nukleinsauren 
spezifisch sein. Dieses Verfahren ist insbesondere daim vorzuziehen, wenn wenig 
verwandte Sequenzen nebeneinander amplifiziert werden sollen. 
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Mit Multiplex-Verfahren konnen verschiedenste Kombinationen von nachzuweisenden 
Nukleinsauresequenzen nebeneinander ampiifiziert werden, z. B. verschiedene 
Subtypen eines Virus oder Bakterien verschiedener Genera oder Spezies. 

Der Nachweis der freigesetzten Reportergruppe kann in fiir den Fachmann bekannten 
5 Verfahren, insbesondere in verschiedenen Ausfiihrungsformen erfolgen, bevorzugt 
basierend auf Fluoreszenzmessungen. 

Im Fall der gequenchten Fluoreszenzmarkierungen erfolgt eine Fluoreszenzaktivienmg 
durch Dequenching nach Bindimg der Detektions-Sonde an das entstehende Tripartite- 
Mini-Amplikon und 5'-nukleoiytischer Abbau und Freisetzung des Fluo- 

1 0 reszenzfarbstoff-modifizierten Nukleotids. Die Messxmg der resultierenden 

Fluoreszenzsignale erfolgt jeweils bevorzugt durch Real time-Messungen. In einer 
besonderen Ausfuhrungsform werden bei den gequenchten Detektorsonden Fluorescein 
und Rhodamin oder Derivate davon als Fluoreszenz- und Quencher-Komponenten 
verwendet. In einer weiteren Ausfuhrungsfoim werden bei den gequenchten Detektor- 

15 sonden Ruthenium- oder Rhenium-Chelate und Quinone oder Derivate davon als 
Elektrochemilummeszenz- und Quencher-Komponenten verwendet. 

Besonders bevorzugt im Siime dieses ersten Aspekts der Erfindung sind solche Aus- 
fiihrungsformen, bei denen mindestens eine der Bindesequenzen der Primer und der 
Sonde nicht fur die nachzuweisende Nukleinsaure spezifisch ist. Spezifisch im Sinne 

20 der Erfindung ist eine Sequenz dann, wenn sie aufgrund einer fortlaufenden Sequenz 
von Nukleobasen prinzipiell in der Lage ware, unter stringenten Bedingungen nur mit 
einer Sequenz auf der nachzuweisenden Nukleinsaure, nicht jedoch mit Nukleinsauren 
anderer, nicht nachzuweisender Organismen oder Spezies oder Gruppen von 
Organismen zu binden. Bevorzugt ist eine Sequenz dann nicht fiir eine Sequenz 

25 spezifisch, wenn sie unter den Bedingungen, welche fiir die Durchfiihrung des 
Nachweises eingestellt werden, mit anderen Nukleinsauren hybridisiert. 



Homologien zu anderen Genomen (Sequenzen) lassen sich mit Hilfe einer definierten 
Ausgangssequenz identifizieren. Verwendet wird eine z. B. uber das Internet fiir jeden 



wo 99/23250 



PCT/EP98/06961 



-28 - 

zugangliche Suchmaschine mit Namen (Basis Local Alignment Search Tool) 

(Homepage-Addresse: >http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/<). 

Diese ermoglicht den Zugriff auf diverse andere Sequenz- und Proteindatenbanken, von 
denen als am wesentlichsten zu benennen sind: 

5 GenBank, EMBL, DDJB, PDB, PIR und Swiss-Prot. 

Es werden auch BLASTN-Verfahren gemaB Altschul et aL (1990) J. Mol. Biol. 215: 
403-410 im Rahmen von UWGCG Suchverfahren venvendet. 

Die Suchverfahren werden auch auf Sequenzdatenbanken wie z.B. die EMBL- 
Sequenzdatenbanken, bevorzugt auch virale Sequenzdatenbanken wie z.B. em-vrl 
10 angewandt. 

Das Blast-Programm bietet dem Anwender zahlreiche Anpassungsmoglichkeiten, rnne 
ine individuelle Suche ausfuhren zu konnen, d. h. solche Sequenzen zu identifizieren, 
die fur einen oder mehrere Analyten spezifisch sind, oder die eben nicht spezifisch sind, 
d. auch in anderen Organismen vorkommen oder nicht. Hierzu wird auch verwiesen 

1 5 auf Altschul, Stephen F., Warren Gish, Webb Miller, Eugene W. Myers, David J. 
Lipman (1990). Basic local ahgnment search tool. J. Mol. Biol. 403-410. 
Erstaunlicherweise ergibt sich namlich die Selektivitat des Nachweisverfahrens nicht 
allein aus der Selektivitat der einzelnen Primer fur ein spezifisches Target, sondem aus 
der kumulierten Selektivitat des Gesamtsystems, So konnen sogar zwei Primer oder 

20 zwei Primer und erne Sonde, einzehi voUig unselektiv sein, d. h. einzehi mit einer 

Vielzahl von Targets hybridisieren; dadurch, dafi sich die Selektivitaten der einzebien 
Primer imd Sonde (nur) in der nachzuweisenden Nukleinsaure iiberlagem, ist eine 
Gesamtspezifitat gegeben. Dadiirch, daB man auf die Selektivitat der Pnmer aber bei der 
Auswahl der zu amplifizierenden und nachzuweisenden Nukleinsaure nicht so sehr fest- 

25 gelegt ist, ist es viel besser moglich, fiir unterschiedliche Targets kurze Amplicons zu 
lokalisieren, die in ihrer Lange vollstandig oder weitgehend (d. h, tiber 95 %) uberein- 
stimmen. Dies macht Simuitan-Amplifikationen und -Hybridisierungen (wie im Falle 
von Nukleinsauresondenarrays) besser reaiisierbar und reproduzierbar. 
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Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Reagenzkit zur Durchfuhrung dieses 
Verfahrens. Dieses enthalt die Primer und bevorzugt auch eine Nachweissonde. Es kann 
jedoch auch weitere Reagenzien, wie Puffer und Enzyme, z. B. eine Polymerase, 
enthalten. 

5 Bevomigt binden die Primer an die Bindesequenzen A bzw C\ wie oben beschrieben, 
und die Sonde an einen zwischen den Enden der Bindesequenzen A imd C gelegenen 
Bereich B oder das Komplement davon. 

Auch bei der Verwendung von mindestens einer Sequenz aus den 3 Sequenzbereichen 
der beiden Primer und der Sonde, die nicht spezifisch fiir die nachzuweisende 

1 0 Nukleinsaure ist, bleibt die Gesamtspezifitat des Nachweisverfahrens erhalten. Ist eine 
der Primersequenzen nicht spezifisch fiir die nachzuweisende Nukleinsaure, sondem 
bindet auch an andere Nukleinsauren, kann kein spezifisches Nukleinsaure- 
Vermehrungsprodukt auf der anderen Nukleinsaure gebildet werden, da die zweite 
Primerbindungssequenz fehlt, Unspezifische Nuklemsaure-Vermehrungsprodukte auf 

1 5 der anderen Nukleinsaure werden nicht detektiert, da die spezifische Bindungssequenz 
fiir die Sonde fehlt. Ist auch die zweite Primersequenz nicht spezifisch fur die 
nachzuweisende Nukleinsaure, kann nur dann ein spezifisches Nukleinsaure- 
Vermehrungsprodukt auf der anderen Nukleinsaure gebildet werden, wenn beide 
Primerbindungssequenzen in der gleichen Nukleinsaure-Vermehrungseinheit sind. 

20 Dieses Nukleinsaure-Vermehrungsprodukt wird ebenfalls nicht detektiert, da die 

spezifische Bindungssequenz fiir die Sonde fehlt Ist die Sondensequenz nicht spezifisch 
fiir die nachzuweisende Nukleinsaure, jedoch die beiden Primer spezifisch, werden 
keine Nukleinsaure-Vermehrungsprodukte der anderen Nukleinsaure gebildet. Ist 
zusatzUch zur Sondensequenz auch eine der beiden Primersequenzen nicht spezifisch 

25 fiir die nachzuweisende Nukleinsaure, kann wiedemm kein spezifisches Nukleinsaure- 
Vermehrungsprodukt der anderen Nukleinsaure gebildet werden. Unspezifische 
Nukle^osaure-Vermehrungsprodukte der anderen Nukleinsaure, die moglicherweise 
gebildet werden, enthalten andere Sequenzen im Sondenbindungsbereich und werden 
daher nicht detektiert, Sind alle drei Bindungssequenzen fur die beiden Primer und die 
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Sonde nicht spezifisch flir die nachzuweisende Nukleinsaure, wird kein Nukieinsaure- 
Vermehnmgsprodukt gebildet, wenn mindestens eine der beiden Primersequenzen nicht 
in einer Nukleinsaure- Vermehrungseinheit der a- deren Nukleinsaure liegt. Liegt die 
Sondensequenz nicht in der Nukleinsaure- Vermehrungseinheit der beiden 
5 Primersequenzen fur die andere Nukleinsaure, kann zwar ein spezifisches Nukleinsaure- 
Vermehrungsprodukt der anderen Nukleinsaure gebildet, aber nicht detektiert werden. 
Der einzige Fall, daB ein spezifisches Nukleinsaure-Vermehrungsprodukt der anderen 
Nukleinsaure gebildet und detektiert werden kann, ist, wenn alle drei Sequenzen 
innerhalb eines Nukleinsaure- Vennehrungsbereichs liegen. Dies kann jedoch durch ent- 
1 0 sprechende Sequenzauswahl der Nukleinsaure-Vermehrungseinheit vermieden werden, 
z. B. indem die Primerhybridisierungsstellen nicht gleichzeitig aus demselben Locus 
desselben nicht nachzuweisenden Organismus gewahlt werden. 

Eine weitere Moglichkeit, Primer und Sonden gezielt unselektiv zu machen, besteht in 
der Verwendung degenerierter Basen innerhalb der Sequenz. Dabei wird 

15 zweckmafiigerweise die Region, in der die Hybridisierung der Targetnukleinsaure mit 
dem Primer oder der Sonde stattfinden soli, so gewahlt, daB relativ wenig Unterschiede 
zwischen der Targetsequenz und einer anderen, jedoch nicht nachzuweisenden Sequenz 
(z. B. eines anderen Mikroorganismus) bestehen. Die noch bestehenden Unterschiede 
konnen diu-ch den Einsatz degenerierter Basen an den differierenden Basenpositionen 

20 weitgehend ausgegUchen werden. So lassen sich Unterschiede von Primem (A bzw. G) 
durch den Einbau der Base P (6H, 8H-3,4-dihydro-pyrimido[9,5-C][l,2]oxazin-7-on, 
z. B. Nucleic Acids Research, Vol. 17, 24, 1989, p. 10373-10383) ausgleichen. Dasselbe 
gilt flir Pyrimidine mit der Base K (Nucieorides & Nucleotides, 1 6 (7-9), 1 507- 1511 
(1997)). Eine noch starkere Degenierung ist durch den Einsatz von Inosin moglich (US- 

25 A-5,585,477; US-A-5, 69 1,1345 US-A^5, 578,467; J.BioLChem. 260, 5, 2605-2608, 

1985; NucLAcids Res. 1995, 23, 13, 2499-2505), da Inosin Basenpaarung mit alien vier 
Basen eriaubt. 



Eine weitere Moglichkeit, nichtkomplementare Basen einzusetzen, ist der Ersatz von A 
durch D (Diaminopurine oder/imd der Ersatz von C durch M (Methylcytosin). 
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In einer weiteren Ausfuhrungsform findet die Hersteliimg der Amplifikate unter Einsatz 
von Nukleotiden, besonders bevorzugt Mononukleotiden, welche jeweils zu A, G, C 
und/oder T komplementar sind, statt. Bevorzugt enthalt der Bereich B bzw. B' der 
nachzuweisenden Nukieinsaure alle 4 natiirlichen Nukleobasen. 

5 Ein technischer Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, da6 bei Mehr- 

fachbestimmimgen einer Probe ein hoher Grad an Ubereinstimmung der MeBwerte 
erreicht wird, 

Im folgenden soUen die beiden Aspekte der vorliegenden Erfindung anhand eines Nach- 
weises ftir HCV beschrieben werden. Die Nukleinsauresequenz von HCV ist 
1 0 beispielsweise in EP-B-0 318 216 beschrieben. In FIG. 4 ist ein Ausschnitt ans einem 
HCV-Genom gezeigt, welches Grundlage des beispielhaft gezeigten Verfahrens ist. Die 
Sequenz aus HGBV-B, die der HCV-Sequenz entspricht tind aus der die Sequenzen ffir 
die Primer xmd Probes entnommen sind, sind ebenfalls in FIG 4 gezeigt. 

Der Nachweis von HCV-RNA ist tibeiraschenderweise trotz der kurzen vermehrten 
1 5 Sequenz der nachzuweisenden Nukieinsaure auch spezifisch und reproduzierbar in 

positiven HCV-Plasmaproben moglich, in denen die HCV-RNA nicht sequenzspezifisch 
vorgereinigt wurde, sondem direkt aus iysierten und uber Glasoberflachen 
aufkonzentrierten Plasmaproben eingesetzt wurde. HCV-negative Plasmaproben 
ergeben kein Signal. Dies ist insofem liberraschend, da das HCV-RNA-Genom sehr 
20 labil ist gegenuber Fragmentierung in Plasma-Lysaten. Mit z. B. HIV-Plasmaproben, 

HE V-Serumproben, Chlamydiaproben aus Urin oder Human-DNA-Proben aus VoUblut, 
die ebenfalls iiber Glasoberflachen aufkonzentriert wurden, wird mit den eingesetzten 
Primem und Sonden ebenfalls kein Signal erhalten. 

» 

Das erfindungsgemaBe Verfahrqn kann verwendet werden, um einen oder mehrere der 
25 fiir den Stand der Technik geschilderten Nachteile zu vermeiden oder um einen oder 

mehrere der folgenden Vorteile zu realisieren. Die PCR-Zyklen konnen sehr viel kurzer 
sein. Die Gesamtzeit der Nachweisverfahren kann dadurch verklirzt werden. Die 
Sensitivitat des Nachweises kann erhoht werden, da weniger KompetitionA^erdrangung 
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zwischen dem kurzen Gegenstrang des Amplikons und der Detektorsonde stattfinden 
kann. Die Spezifitat des Nachweises wird erhoht, da der relative Anteil der intemen 
Detektorregion gegenuber der gesamten Ampiikoniange erhoht wird Die Differenzier- 
barkeit von Subtypen kann erhoht werden. Der Nachweishintergrund kann gesenkt 
5 werden, da kurze Amplika wetiiger Potential fiir unspezifische Hybridisienmg mit sich 
bringen. Aus diesem Gnind kann das Signai-Rausch-Verhaltnis erhoht werden. Die 
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse kann eriaoht werden, da kleinere Targetregionen auf 
RNA-Genomen weniger sensitiv fur RNA-Abbau sind. Die Moghchkeiten zur 
Ausbiidung von Sekundarstrukturen werden reduziert. 

1 0 Die Erfindimg wird durch die folgenden Beispiele naher erlautert: 
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AUgemeines 

Alle verwendeten Oligonukleotide sind linear und einzeistrangig. 
Beispiel 1 

Nachweis von HCV aus menschlichem Blut 

5 a) Probenvorbereitiing: 

Die RNA-Isolierung aus Plasma erfolgte anhand folgenden Probenvorbereitungs- 
protokolis: 

1 . Plasma (420 \xl) mit 80 \xl Proteinase K (25 mg/'ml) mischen und einige 
Sekunden vortexen 

10 2. Zugabe von 500 fxl Lysepuffer (inkl. I ^g Carrier-RNA (polyA)/ml): 5,4 M 

Guanidinium-Thiocyanat; 10 mM Hamstoff; 10 mM Tris-HCl; 20 % 
Triton X 100; pH 4,4 

3. vortexen und anschlieBend 10 min bei RT schutteln 

4. Zugabe von 500 ^1 Isopropanol-MGP (6 mg magnetische Glaspanikel in 
15 Isopropanol) 

5. vortexen und anschlieBend 20 min bei RT schutteln 

6. Magnetseparation der MGPs 

7. Uberstand abnehmen und venverfen 

8. Zugabe von 750 ^l Waschpuffer: 20 mM NaCl; 20 mM Tris-HCl pH 7,5; 
20 70 % Ethanol 

9. MGPs auf Vortex resuspendieren und emeute Magnetseparation 

10. Waschvorgang insgesamt 5mal wiederholen 

1 L Zugabe von 100 \xl DEMC-Wasser zur Elution 
12. 15 min bei SOX schutteln 
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13. Magnetseparation 

14. 10 |Ltl des Eluats in die RT-PCR einsetzen 

b) Klonienmg und Praparation des RNA-Standards: 

Der Wildtypstandard "pHCV-wt" wurde zunachst durch Amplifikation eines Abschnitts 
5 des HCV-Genoms mit den Primem KY80 (5 '-gcagaaagcgtctagccatggcgt-3 \ 

SEQ.ID.NO.l) undKY78 (5'-ctcgcaagcaccctatcaggcagt-3', SEQ.ID.N0.2) gewonnen 
und das Amplikon anschlieBend iiber eine sog. "blunt-end"-Klonierung in den Vektor 
pBluescript SK+ klonieit. Nach Vermehrung der bakteriellen Zellen wurde das Plasmid 
isoliert, durch restriktionsenzymatischen Verdau linearisiert und liber eine in-vitro- 
10 Transkription das entsprechende RNA-Fragment gewonnen und aufgereinigt. 

Die Quantifizierung der RNA erfolgte uber photometrische Messung der Absorption bei 
260 nm. 

AUe hier beschriebenen molekularbiologischen Verfahren konnen einschlagigen 
Methodik-Biichem entnommen werden (e.g. Maniatis et aL; Ausubel et aL). 

15 c) RT-PCR assay: 

Die Amplifikation erfolgte analog zu dem in EP-A-0 699 768 beschriebenen Verfahren. 
Weitere Details zur Konstruktion von Sonden fiir fluorogen markierte Sonden fur das 
TaqMan™- Verfahren sind in der Produktbeschreibung fiir die Gerate TaqMan™ LS- 
50B und ABI Prism 7700 von Perkin Elmer beschrieben. Die Versuche wurden 
20 vorgenommen mit folgenden Primer- und Sondensequenzen: 

forward Primer: ausgewahlt aiis der Sequenz zwischen den Positionen 390 und 417, 
reverse Primer: ausgewahlt aus der Sequenz zwischen den Positionen 421 und 448, 
Sonde: ausgewahlt aus der Sequenz zwischen den Positionen 408 und 440, alle bezogen 
auf die HGBV-B Sequenz aus der Sequenz HG22304 eriialtlich aus der EMBL- 
25 Datenbank em-vrl, oder aus Proc. Natl. Acad. Sci USA 1995, 92, 3401-3405 und/oder 
aus J. Virlo. 69: 5621-5630. Die in Figiur 4 gezeigte Sequenz entspricht den Positionen 
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390 bis 448 dieser Sequenz, so daB die Primer- und Sondenpositionen direkt 
umrechenbar sind, 

Bevorzugte Primer-ZSonden-Kombinationen ergeben sich folgendermafien: 
forward-Primer ausgewahlt aus einer der Sequenzen: 390-406, 390-408, 391-406, 391- 
5 408, 392-406, und 392-408, 

reverse Primer ausgewahlt aus einer der Sequenzen: 427-448, 427-447, 427-446, 428- 

448, 428-447, 428-446, 429-448 und 429-447, 
Sonde ausgewahlt aus einer der Sequenzen: 408-436, 408-435, 408-434, 408-433, 408- 
432, 408-431, 408-430, 408-429, 408-428, 409-436, 409-435, 409-434, 409-433, 409- 
10 432, 409-431, 409-430, 409-429, 409-428, 410-436, 410-435, 410-434, 410-433, 410- 
432, 410-431, 410-430, 410-429, und 410-428, oder, bevorzugt: 

forward-Primer: Sequenz von 390-406, 390-408, 391-406, 391-408, 392-406, und 392- 
408, 

reverse Primer: ausgewahlt aus einer der Sequenzen: 423-448, 423-447, 423-446, 423- 
15 445,423-444, 

Sonde: ausgewahlt aus einer der Sequenzen: 409-433, 409-432, 409-431, 410-433, 410- 
432, , 410-431, 410-430, 410-429, 410-428, 409-430, 409-429, 409-428, 408-433, 408- 
432, 408-431, 408-430, 408-429, und 408-428 oder, besonders bevorzugt: 

forward Primer: Sequenz von 390-406, 391-406, und 392-406, 
20 reverse Primer ausgewahlt aus einer der Sequenzen: 423-448, 423-447, 423-446, 423- 
445, 423-444, 

Sonde: ausgewahlt aus einer der Sequenzen: 409-433, 409-432, 409-431, 410-433, 410- 
432, , 410-431, 410-430, 410-429, 410-428, 409-430, 409-429, 409-428, 408-433, 
408-432, 408-431, 408-430, 408-429, und 408-428 . 



25 
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Beispiel 2: 

GemaB Beispiel 1 wurden auch die in Fig. 5 gezeigten Primer und Sonden eingesetzt. 
Dabei sind die letzten 3 Sequenzen als ihr Kompiement angegeben (Sonden bzw. 
5 reverse Primer). Die erste Sequenz ist der forward primer, in der 2. bis 4. Zeiie ist die 
Sequenz der Taq Man-Sonden angegeben. Die Zeilen 5-8 zeigen die Amplicons. 

Beispiei 3: 

10 

Weitere mogiiche Primer-Kombinationen sowie eine zu dem daraus gebildeten 
Amplicon korrespondierende HCV-Genomsequenz sind in Fig. 6 und 7 gezeigt. Hierbei 
sind die Kombinationen CK12-2/CK23-1/CK42 sowie CKl 1-1/CK2M und CK22- 
1/CK39 bevorzugt. Die gezeigte HCV-Genomsequenz hat sich fur die Konstniktion von 
15 Primem imd Sonden als besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung erwiesen. In der 
letzten Zeile ist jeweils auch die zugehorige HGBV-B Sequenz gezeigt. Die Primer imd 
Probes enthalten im gezeigten Falle Nukleotide mit gezieiter Degenerierung. Dies 
bedeutet jedoch nicht, daB die Oligonukleotide ohne Degenerierung nicht auch zur 
Ampiifikation von HCV geeignet sein konnen. 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zum Nachweis einer Nukleinsaure umfassend die Schritte 

- Herstellung einer Vielzahl von Ampiifikaten eines Teilstiicks dieser 
Nukleinsaure mit Hilfe zweier Primer, von denen einer an eine erste 

5 Bindesequenz (A) eines Strangs der Nukleinsaure binden kann und von denen 

der andere an eine zweite Bindesequenz (C). die zu einer mit A nicht 
uberiappenden, in 3'-Richtimg von A gelegenen Sequenz C im wesent lichen 
kompiementar ist, binden kann, in Anwesenheit einer Sonde mit einer 
Bindesequenz D, welche an die zwischen den Sequenzen A und C gelegene 
10 dritte Sequenz (B) oder das Kompiement (B') davon binden kann, wobei diese 

Sonde eine Reportergruppe und eine Quenchergruppe enthalt, unter 
Verwendung einer Polymerase mit 5'-Nukleaseaktivitat und 

- Nachweis der Nukleinsaure durch Messung eines Signals, welches durch die 
Freisetzung der Reportergruppe bedingt ist, 

1 5 dadurch gekennzeichnet, daB die mit Hilfe der Primer gebildeten Amplifikate eine 

Lange von weniger als 100 Nukleotide aufweisen, 

2. Verfahren gemaB Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Bindesequenz D 
der Sonde mit einer der Bindesequenzen der Primer nicht iiberiappt, 

3. Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekeimzeichnet, 
20 daB mindestens eine der Bindesequenzen nicht fUr die nachzuweisende 

Nukleinsaure spezifisch ist, 

4. Verfahren gemaB einem ^er vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Gesamtlange der Bindesequenzen von dem von der Bindesequenz der 
Sonde wegweisenden Teil der Bindesequenz des einen Primers bis zu dem 

25 ebenfalls von der Bindesequenz der Probe wegweisenden Teil des anderen 

Primers kleiner ist als 60 Nukleotide. 
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5. Verfahren gemafi einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Sonde sowohl durch einen Fluoreszenzquencher ais auch einen 
Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. 

6. Verfahren gemafi einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
5 daB mindestens einer der Primer nicht fur die nactizuweisende Nukleinsaure 

spezifisch ist. 

7. Verfahren gemaU Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB zwei der Primer nicht 
fur die nachzuweisende Nukleinsaure spezifisch sind. 

8. Verfaiiren gemafi einem der Anspriiche 6 und 7, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
10 Sonde nicht spezifisch ist fur die nachzuweisende Nukleinsaure. 

9. Verfahren gemafi einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dafi in der Amplifikation jeweils m A, G, C und T komplementare Nukleotide 
eingesetzt werden. 



Fig. 1 
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Fig. 4 



HCV: 

5 -GTACTGCCTG ATAGGGTGCT TGCGAGTGCC CCGGGAGGTC TCGTAGACCG 
TGCACCATG-3' 

HGBV-B: 

5'-GTACTGCCTG ATAGGGTGCT TGCGAGGGGA TCTGGGAGTC TCGTAGACCG 
TAGCACATG-3' 
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Frist. Veroffendichung wird wiederholt falls Anderungen 
eintreffen. 

(88) Veroffentlichungsdatum des internationalen Recherchenbe- 
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(54) Title: SPECIFIC AND SENSITIVE METHOD FOR DETECTING NUCLEIC ACIDS 

(54) Bezeichnung: SPEZIFISCHES UND SENSITIVES NUKLEINSAURENACHWEISVERFAHREN 



(57) Abstract 

The invention relates to a method for detecting a nucleic acid, comprising the following steps; the production of a number of enhancers 
of a fragment of said nucleic acid with a length of less than 100 nucleotides using two primers, one of said primers being able to bind 
to a first binding sequence (A) of a strand of the nucleic acid and the other primer being able to bind to a second binding sequence (C) 
which is essentially complementary to a sequence (C), said sequence (C) not overlapping with (A) and being positioned in the direction 
3* from A, in the presence of a probe with a binding sequence (D) which is able to bind to the third sequence (B) positioned between the 
sequences (A) and (C) or the complement (B') thereof, said probe containing a reporter group and a quencher group, using a polymerase 
with 5' nuclease activity; and detection of the nucleic acid through the measurement of a signal which is determined by the release of the 
reporter group. 

(57) Zusammenfassung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis einer Nukleinsaure enthaltend die Schritte Herstellung einer Vielzahl von 
Amplifikaten eines Teilstucks dieser Nukleinsaure mit einer liinge von weniger als 100 Nukleotiden mit Hilfe zweier Primer, von dcncn einer 
an eine erste Bindesequenz (A) eines Strangs der Nukleinsaure binden kann und von denen der andere an eine zweite Bindesequenz (C), 
die zu einer mit (A) nicht uberlappenden, in 3'-Richtung von (A) gelegenen Sequenz (C) im wesentlichen komplement&r ist, binden kann, 
in Anwesenheit einer Sonde mit einer Bindesequenz (D), welche an die zwischen den Sequenzen (A) und (C) gelegene dritte Sequenz (B) 
Oder das Komplement (B') davon binden kann, wobei diese Sonde eine Reportergruppe und eine Quenchergmppe enth^lt, unter Verwendung 
einer Polymerase mit 5'-NukIeaseaktivitat und Nachweis der Nukleinsaure durch Messung eines Signals, welches durch die Freisetzung 
der Reportergruppe bedingt ist. ^ 
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sctieinen zu iassen, Oder durch die das Verbffenttlchungsdatum einer 
anderen im Recherchenbaricht genannten Vsroffontlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegebep ist (wie 
ausgefOhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

ein© Benutzung, eino AussteJIung oder andere MaBnahmen bezteht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum ver<iffentltcht worden ist und mrt der 
Anmeldung nicht Kotlidiert, sondem nur rum Verstandnis des der 
Erf indung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundefiegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann ailein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erf indehscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erftndung 
kann nicht ais auf erfinderischer Tatigkett beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategoria in Vertiindung gebracht wird und 
diese Verbtndung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mttgtied derselben patenttamtlie ist 



Datum des Abschlusses der internationaten Recherche 



26. Mai 1999 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



02/06/1999 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
EuropSisches Patentamt, P.B. 5818 PatentiAan2 
NL - 2280 HV Rifswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevoiirnachtigtor Bediensteter 

Reuter, U 



Fomnblatt f^T/ISA/2lO (Biatt 2) (Juli 1992) 



Selte 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



I lationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/06961 



C.(Fortset2Ung) ALS WESENTUICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



KategoriG^ 



Be^eichnung der Verciffentlfchung, soweit ertorderlich unter Angabe der in Betracht Kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 95 02690 A (ABBOTT LAB) 26. Januar 1995 
siehe Seite 4; Beispiele 9,10 

WO 91 10675 A (STICHTING RES FONDS 

PATHOLOGIE) 25. Jull 1991 

siehe Seite 4, Zelle 8 - Seite 5, Zelle 17 

siehe Seite 8, Zelle 14 - Seite 9, Zelle 

16 

siehe Seite 12, Zelle 13 - Seite 13, Zeile 
7 

siehe Seite 14 - Seite 20, Zelle 28 
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INTERNATIONALER REc.nERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffentitc^ngen, die 2ur selben Patentfamili© gehoren 



1 .ationalos AKtenaeichen 

PCT/EP 98/06961 



im Recherchenbericht 


Datum der 


Mitgiiea(er) der 




Datum der 


angefuhrtes Patentdokument 


Veroffentlichung 




Patentfamil'e 




Verdffentii Chung 


EP 0229701 A 


22-07-1987 


AT 


127857 


T 


15-09-1995 




AU 


606043 


B 


31-01-1991 




AU 


6710987 


A 


16-07-1987 




CA 


1279244 


A 


22-01-1991 




DE 


3751513 


D 


19-10-1995 




DE 


3751513 


T 


28-03-1996 




DK 


10787 


A 


11-07-1987 




ES 


2078214 


T 


16-12-1995 




IE 


69565 


B 


02-10-1996 




JP 


2576980 


B 


29-01-1997 




JP 


62217161 


A 


o4_()o-i987 




JP 


2574640 


B 


22-01-1997 




JP 


6233700 


A 


23-08-1994 




US 


5386022 


A 


31-01-1995 




US 


5594123 


A 






us 


5176995 


A 


05-01-1993 




US 


5008182 


A 


15-04-1 99 1 


US 5527898 A 


18-06-1996 


us 


5447839 


A 


05-09-199^ 




US 


5182377 


A 


26-01-1993 




US 


5639871 


A 


17-06-1997 




US 


5705627 


A 


06-01-1995 




AT 


138108 


T 


15-06-1996 




AU 


645483 


B 


P0-01-19Q4 




AU 


440U89 


A 






CA 


1339262 


A 


1 2-08-1QQ7 




OE 


68926507 




20-06-1996 




DE 


68926507 


T 






EP 


0433396 


A 
r\ 


C.\J vFV? X 7 7 X 




JP 


2651483 


B 


10-09-1997 




JP 


4500910 


T 


20-02-1992 




WO 


9002821 


A 


22-03-1990 




US 


5283171 


A 


01-02-1993 


US 5538848 A 


23-07-1996 


AU 


695561 


B 


13-08-1998 




AU 


4283696 


A 


06-06-1996 




CA 


2201756 


A 


23-05-1996 




EP 


0792374 


A 


03-09-1997 




JP 


10510982 


T 


27-10-1998 




WO 


9615270 


A 


23-05-1996 




US 


5876930 


A 


02-03-1999 




US 


5723591 


A 


03-03-1998 



WO 9502690 A 26-01-1995 AU 7326494 A 13-02-1995 

CA 2167056 A 26-01-1995 

EP 0785996 A 30-07-1997 

JP 9501829 T 25-02-1997 

US 5736334 A 07-04-1998 



WO 9110675 A 25-07-1991 



Fofmblatt PCT/lSA/210 (Anhang Patentfannilie)(Juli 1992) 



NL 


9000134 A 


16-08-1991 


AT 


137809 T 


15-05-1996 


AU 


645286 B 


13-01-1994 


AU 


7071691 A 


05-08-1991 


CA 


2074069 A 


20-07-1991 


DE 


69119408 D 


13-06-1996 


DE 


69119408 T 


05-12-1996 


DK 


517704 T 


09-09-1996 


EP 


0517704 A 


16-12-1992 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALLiv RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Verotfentlic. „.igen, dia zur setben Patenttamilie gehoren 



ii aiionaiea Aktenzeichen 

PCT/EP 98/06961 



Im Rechercnenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 


Datum der 
Veroffentlichung 


Mitglied(er) der 
Patentfamihe 


Datum der 
Veroffentlichung 


wo 9110675 A 




ES 


2088483 


T 


16-08-1996 






GR 


3020302 


T 


30-09-1996 






US 


5364758 


A 


15-11-1994 



FoninblattPCT/lSA/2lO(Anhang Patenttamilie )(Juli 1992) 
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VERTRAG^ER DIE INTERNATIONALE ZUS. i/lEN ARBEIT 
- DEM GEBIET DES PATENTWtbtNS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 1 8 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmeiders Oder Anwalts 

48:!7/0B/WO 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Obermittlung des internationaien 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


(rtternationates Aktenzeichen 

PCT/EP 98/06961 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

03/11/1998 


(Fruhestes) PrioritStsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

04/11/1997 


Anmelder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al . 



Dieser internationale Recherche nbericht wurde von der internationaien Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artiket 18 iibermittelt. Eine Kopie wird dem Internationaien Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt 3 Blatter. 

Pr| Daruber hinaus iiegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterfagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a, 



Hinsichttich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der internationaien Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Beh6rde eingeretchten Ubersetzung der internationaien 
Anmeldung (Rege! 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

Hinsichtlich der in der internationaien Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokotis durchgefuhrt worden, das 
I I in der internationaien Anmeldung in Schrtflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationaien Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist, 

bei der Behorde nachtrSgllch in schrtftlicher Form eingereicht worden ist. 

bei der BehOrde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, da3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationaien Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

[X] Die ErklSrung, daO die In computerlesbarer Form erfaRten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 



□ 



2. 
3. 



I I Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Worttaut von der BehCrde wie tolgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld 111 angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der Behorde innerhatb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationaien 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vortegen. 

Folgende Abbifdung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 



I I wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] keinederAbb. 

I I well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
[ I well diese Abbildung die Erlindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/tSA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



;>ationales Aktenzeichen 

r/EP 98/06961 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12Q1/68 



Nachder Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassiftkation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindsstprufstoff (Klassifikationssystem und Klassiftkationssymbole ) 

IPK 6 C12Q 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Verdffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend dsr internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. venwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Katsgorie" Bezeichnung der Veroffentllchung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



EP 0 229 701 A (CETUS CORP) 22. Juli 1987 
siehe Beispiel 2 

US 5 527 898 A (BAUER HEIDI M ET AL) 
18. Juni 1996 

siehe Spalte 8, Zelle 22 - Spalte 9, Zeile 
5; Beispiele 1,3 

siehe Spalte 10, Zeile 26 Spalte 11, 
Zeile 30 

siehe Spalte 17, Zeile 48 
Zeile 61 



Spalte 18, 



US 5 538 848 A (LIVAK KENNETH J ET AL) 

23, Juli 1996 

siehe das ganze Dokument 



Betr. Anspruch Nr. 



1,2,4,5, 
9 

3,6-8 
3,6-8 



1,5 



Weitere Veroffentiichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



X Siehe Anhang Patentfamilie 



" Besondere Kategorisn von angegebenen Ver6ffenttichungen 
"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Techntk definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsann anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung. die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffenttichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung beiegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegebgn ist (wie 
ausgefiihrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundiiche Offenbarung, ^ 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Ma^nahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspaichte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erf inderischer T^igkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf ertinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fOr einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie Ist 



Datum des Abschtusses der internationalen Recherche 



26. Mai 1999 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



02/06/1999 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Reuter, U 



Fomnblatt PCT/ISA/21 0 (Btatt 2) (Jul! 1 992) 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



In pnales Aktenzeichen 

POi/EP 98/06961 



C.{Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr, 



wo 95 02690 A (ABBOTT LAB) 26. Januar 1995 
siehe Seite 4; Beispiele 9,10 

WO 91 10675 A (STICHTING RES FONDS 

PATHOLOGIE) 25. Juli 1991 

siehe Seite 4, Zelle 8 - Seite 5, ZelTe 17 

siehe Seite 8, Zeile 14 - Seite 9, Zelle 

16 

siehe Seite 12, Zeile 13 - Seite 13, Zeile 
7 

siehe Seite 14 - Seite 20, Zelle 28 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Info! ^ on patent family members 



In* . pnal Application No 

Pl,,/EP 98/06961 



Patent document 


Publication 




Patent famiiy 




Pubtication 


cited in search report 


date 




member(s) 




date 


EP 0229701 A 


22-07-1987 


AT 


127857 


T 


15-09-1995 




AU 


606043 


B 


31-01-1991 




AU 


6710987 


A 


16-07-1987 




CA 


1279244 


A 


22-01-1991 




DE 


3751513 


D 


19-10-1995 




DE 


3751513 


T 


28-03-1996 




DK 


10787 


A 


11-07-1987 




ES 


2078214 


T 


16-12-1995 




T r 


oybob 


D 
D 


02-10-1996 




jp 


2576980 


B 


29-01-1997 




jp 


62217161 


A 


24-09-1987 




Jp 


2574640 


B 


22-01-1997 




JP 


6233700 


A 


23-08-1994 




us 


5386022 


A 


31-01-1995 




us 


5594123 


A 


14-01-1997 




us 


5176995 


A 


05-01-1993 




us 


5008182 


A 


16-04-1991 


us 5527898 A 


18-06-1996 


us 


5447839 


A 


05-09-1995 




us 


5182377 


A 


26-01-1993 




us 


5639871 


A 


17-06-1997 




us 


5705627 


A 


06-01-1995 




AT 


138108 


T 


15-06-1996 




AU 


645483 


B 


20-01-1994 




AU 


44Ulloy 


A 


AO A >1 1 Art A 

02-04-1990 




CA 


1339262 


A 


12-08-1997 




DE 


68926507 


D 


20-06-1996 




DE 


68926507 


T 


16-01-1997 




EP 


0433396 


A 


26-06-1991 




JP 


2651483 


B 


10-09-1997 




JP 


4500910 


T 


20-02-1992 




WO 


9002821 


A 


22-03-1990 




US 


5283171 


A 


01-02-1993 


US 5538848 A 


23-07-1996 


AU 


695561 


B 


13-08-1998 




AU 


4283696 


A 


06-06-1996 




CA 


2201756 


A 


23-05-1996 




EP 


0792374 


A 


03-09-1997 




JP 


10510982 


T 


27-10-1998 




WO 


9615270 


A 

A 


OO AC 1AA^ 

23-05-1996 




us 


5876930 


A 


02-03-1999 




US 


5723591 


A 


03-03-1998 


WO 9502690 A 


26-01-1995 


AU 


7326494 


A 


13-02-1995 




CA 


2167056 


A 


26-01-1995 




EP 


0785996 


A 


30-07-1997 




JP 


9501829 


T 


25-02-1997 




US 


5736334 


A 


07-04-1998 


WO 9110675 A 


25-07-1991 


NL 


9000134 


A 


16-08-1991 




AT 


137809 


T 


15-05-1996 




AU 


645286 


B 


13-01-1994 




AU 


7071691 


A 


05-08-1991 




CA 


2074069 


A 


20-07-1991 




DE 


69119408 


D 


13-06-1996 




DE 


69119408 


T 


05-12-1996 




DK 


517704 


T 


09-09-1996 




EP 


0517704 


A 


16=12-1992 
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Infc 



Patent document 
cited in search report 



WO 9110675 



n on patent family members 



Publication 
date 



Ir ional Application No 

Po,/EP 98/06961 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



ES 
GR 
US 



2088483 T 
3020302 T 
5364758 A 



16-08-1996 
30-09-1996 
15-11-1994 
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